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Principales abréviations utilisées 
PRINCIPALES ABREVIATIONS UTILISEES 
4E-BP1 4E-Binding Protein 1 
4-HNE 4-hydroxynonenal 
Ac-SDKP N-Acetyl-Seryl-Aspartyl-Lysyl-Proline 
ADN Acide Désoxyribonucléique 
AF-1/AF-2 Activation Function-1/Activation Function-2  
AGEs Advanced Glycation End Product 
AICAR 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-riboside 
Akt Protein Kinase B 
AMPK AMP-activated Protein Kinase 
AP-1 Activator Protein-1 
APC Activated Protein C 
ARA2 Antagoniste du Récepteur AT1 de l’Angiotensine II 
ARNm Acide Ribonucleique Messager (mRNA) 
AS101 Ammonium trichloro (dioxoethylene-O,O’) tellurate 
AT1/AT2 Récepteur 1 et récepteur 2 de l’Angiotensine II 
ATII Angiotensine II 
BK Bradykinine 
BMP-7 Bone Morphogenic Protein 7 
AMPc  Adenosine Monophosphate cyclique 
CerCo Centre de Recherche Cerveau et Cognition 
CHIP-on-chip Chromatine Immunoprecipitation-on-chip 
ChREBP  glucose-responsive carbohydrate response element binding protein 
CK2 Casein Kinase-2 
COMT Cathecol-O-Methyl Transferase 
CTGF Connective Tissu Growth Factor 
Cyclin/CDK cyclin/Cyclin-Dependent-Kinase 
DFG Débit de Filtration glomérulaire 
DID Diabète Insulino Dépendant 
DNID Diabète Non Insulino Dépendant 
E2 17β-estradiol 
ECA2 Enzyme de Conversion n°2 de l’Angiotensine II 
ECaC1 Epithelial Calcium Channel-1 
EGF Epithelial Growth Factor 
eIF4E eucaryotic Translation Initiation Factor 4E 
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Principales abréviations utilisées 
ENaC Epithelial Sodium Channel 
eNOS endothelial NO Synthase (NOS3) 
EPO Erythropoïétine 
ERE Estrogen Responsive Element 
ERK1/2 Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2 
Ers/Erα/ERβ/ER46 Estrogen Receptors, α, β et 46 
FDA Food and Drug Administration 
FGF Fibroblast Growth Factor 
Flk-1/Flt-1 Récepteur II et Récepteur I du VEGF 
FSH Folliculin Stimulating Hormone 
GAPDH D-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GH Growth Hormone 
GLUT-1/GLUT-4 Glucose Transporter-1/Glucose Transporter-4 
GMPc Guanylate Monophosphate cyclique 
GPR30 G Protein-coupled Receptor-30 
GSK-3β Glycogen Synthase Kinase-3β 
HDAC Histone Desacethylase 
HGF Hepatic Growth Factor 
HIF-1α/HIF-1β Hypoxia-inducible Factor-1α et -1β 
HOE-140 Antagoniste pseudo peptidique de récepteur 2 de la bradykinine 
HOPE Heart Outcomes Prevention Evaluation 
HRE Hypoxia-Response Element 
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule-1 
IEC Inhibiteur de l’Enzyme de Conversion 
IGF-1 Insulin Growth Factor-1 
IGFBP-1 IGF Binding protein-1 
IL-1/IL-6/IL-10 Interleukine-1/Interleukine-6/Interleukine-10 
IMFT Institut de Mécanique des Fluides de Toulouse 
iNOS inductible NO Synthase (NOS2) 
IRS-1 Insulin Receptor Substrate-1 
L-NAME N(G)-nitro-L-arginine-méthyl ester 
MAP-Kinase Mitogen-Activated Protein Kinase 
MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein-1 
MCSF Macrophage Coloning Stimulated Factor 
mTOR mammalian Target of Rapamycin 
mTORC1/mTORC2 mTOR Complexe-1/mTOR Complexe-2 
NADPH-oxidase Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-oxidase 
NaPi-IIa cotransporteur Na/P de type IIa 
NCX1 antiport Na+/Ca+ 
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Principales abréviations utilisées 
ND Néphropathie Diabétique 
NF-κB Nuclear Factor κB 
NKCC2 cotransporteur Na-K-2Cl 
nNOS neuronal NO Synthase (NOS1) 
NO Nitric Oxide 
NOD Non Obese and Diabetique 
NOFIGAGE Normes de Filtration Glomérulaire du sujet Agé 
OLETF Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty 
PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor-1 
PARP Poly(ADP-ribose)polymerase 
PDGF Platelet-Derived Growth Factor 
PHRC Projet Hospitalier de Recherche Clinique 
PI3K Phosphatidyl Inositol-3 Kinase 
PKCβ Protein Kinase C β 
PMCA1b Plasma membrane Ca+-ATPase 1b 
PPARγ Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-γ 
PTP Protein Tyrosine Phosphatase 
RAGE  Receptor of Advanced Glycation End Product 
RB1/RB2 Récepteur 1/Récepteur 2 de la Bradykinine 
RLO Radicaux Libres Oxygénés 
S6K1 S6 Kinase-1 
SERM Selectif Estrogen Receptor Modulator 
SHBG Sex Hormone Binding Globulin 
SHR Sponteaneously Hypertensive Rat 
SKK Système Kallicréine-Kinine 
Smad3 mothers against decapentaplegic homolog 3 
Sp1 Specific Protein 1 
SRA Système Rénine-Angiotensine 
STZ Streptozotocine 
TCP Tube Contourné Proximal 
TGFβ Transforming Growth Factor-β 
TGFβ-RII Transforming Growth Factor-Receptor II 
THM Traitement Hormonal de la Ménopause 
TNFα Tumor Necrosis Factor α 
TSC1/TSC2 Tuberous Sclerosis Complexe-1/Tuberous Sclerosis Complexe-2 
TZD Thiazolidinediones 
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1 
VCD 4-Vinylcyclohexene Diepoxide 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
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La néphropathie diabétique 
I. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA NEPHROPATHIE DIABETIQUE 
La néphropathie diabétique (ND) représente une des plus graves complications à long 
terme du diabète sucré. La néphropathie secondaire au diabète de type II est actuellement la 
cause la plus fréquente d’insuffisance rénale terminale dans les pays occidentaux (1-4). Aux 
Etats-Unis, les sujets diabétiques représentent plus de la moitié des indications de mise en 
dialyse, et parmi eux, plus de la moitié sont des diabétiques de type II (5). En Europe, la 
tendance est similaire avec une quinzaine d’années de retard (6). 
L’atteinte rénale du diabète, qu’il s’agisse de la forme insulino-dépendante (DID ; 
type I) ou non insulino-dépendante (DNID ; type II), est caractérisée par des altérations 
fonctionnelles et morphologiques qui évoluent en deux phases. Une étape initiale et réversible 
caractérisée par une hypertrophie des reins et des glomérules associée à une hyperfiltration 
glomérulaire et une augmentation de l’excrétion urinaire d’albumine tant chez l’humain (7) 
que dans différents modèles expérimentaux (8). Plus tard, le développement d’une sclérose 
glomérulaire, caractérisable par un épaississement des membranes basales et une expansion 
de l’espace mésangial de façon diffuse ou nodulaire, définit le stade de lésions organiques peu 
ou pas réversibles (9). Les principales protéines de la matrice extracellulaire qui 
s’accumulent, sont notamment les collagènes de type I, III et IV, ainsi que la fibronectine 
(10). Cette accumulation résulte à la fois d’une augmentation de synthèse par les cellules 
mésangiales mais aussi d’une diminution de leur dégradation par les métalloprotéinases de la 
matrice mésangiale (11). Le lien entre l’expansion de la matrice mésangiale et la progression 
de la ND est clairement démontré depuis maintenant vingt ans et représente un facteur 
pronostic important (12). 
Cette gloméruloslérose est accompagnée d’une fibrose interstitielle (12, 13). Ces 
modifications tubulo-interstitielles sont critiques pour l’évolution terminale au cours de la ND 
des diabètes de type I, et jouent un rôle plus précoce et plus important au cours de la ND des 
diabètes de type II (14). Cette expansion tubulo-interstitielle diffère cependant de l’expansion 
glomérulaire car elle dépend avant tout d’une augmentation du nombre et du volume 
cellulaire suivie de dépôts interstitiels de collagène (15). Cette fibrose tubulo-interstitielle, 
quantifiable par biopsie est fortement corrélée à l’augmentation de la créatininémie chez les 
sujets diabétiques (15). Ces lésions, contemporaines d’une protéinurie abondante, 
s’accompagnent d’un déclin de la fonction de filtration glomérulaire qui évolue vers une 
insuffisance rénale progressive et irréversible. 
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Figure 1 : Principaux mécanismes de la physiopathologie de la néphropathie diabétique. L’hyperglycémie 
chronique (1) s’accompagne d’une augmentation de l’entrée cellulaire de glucose en partie par le transporteur 
GLUT-1 insulimo-indépendant. L’augmentation de la glycolyse aérobie est responsable d’une augmentation de 
la production de radicaux libres oxygénés (RLO) (2) par la mitochondrie qui active la PARP (Poly-(ADP-
ribose)-polymérase) responsable d’une inhibition d’une enzyme clef de la glycolyse : la GAPDH (D-
glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase). L’inhibition de la GAPDH s’accompagne d’une accumulation de 
métabolites intermédiaires de la glycolyse qui se détournent vers quatres voies métaboliques délétères pour la 
cellule : l’activation de la PKC via le DAG (Diacyl glycérol) ; la synthèse de méthylglyoxal qui conduit à une 
production rapide d’AGEs ; l’activation de la voie des hexoamines (qui conduit à la formation d’UDP-N-
acetylglucosamine) et celle du sorbitol. L’activation de la PKC-β (3) renforcée par les AGEs est responsable 
d’une augmentation de l’expression de nombreuses cytokines et facteurs de croissances dont le TGFβ est le plus 
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important au cours de la ND. Ces médiateurs, par des mécanismes autocrines et paracrines sur les cellules 
constitutives du rein (cellules mésangiales, podocytes, cellules endothéliales et cellules tubulaires) mais aussi sur 
les cellules du système immunitaire (macrophage essentiellement), sont responsables de nombreuses altérations 
fonctionnelles (4). En raison de leur chronicité, ces altérations fonctionnelles cellulaires conduiront 
progressivement à l’accumulation de protéines de la matrice cellulaire puis à la fibrose glomérulaire et à 
l’atrophie et fibrose tubulo-interstitielle (5). 
I.1. L’HYPERGLYCEMIE CHRONIQUE ET LES AGES 
Les études cliniques ont montré une relation étroite entre l’hyperglycémie et les 
complications microvasculaires du diabète (16). L’hyperglycémie chronique induit des 
altérations protéiques, lipidiques et des acides nucléiques qui sont à l’origine de la cascade 
d’évènements responsables d’une augmentation du stress oxydant, et du développement des 
lésions de la ND (17, 18). 
Une conséquence importante de l’hyperglycémie chronique est la formation de 
produits avancés de glycation (AGEs, Advanced Glycation End Product). Ils résultent de la 
formation de liaisons non-enzymatiques entre le glucose sanguin et les protéines de 
l’environnement. Les protéines glyquées (AGE) circulantes interagissent avec des récepteurs 
spécifiques, les récepteurs RAGE (appartenant à la famille des immunoglobulines), pour 
induire une cascade d’effets nocifs (19). En particulier, l’activation des récepteurs des AGEs 
provoque une forte augmentation de la production intracellulaire de radicaux libres oxygénés 
(RLO), notamment par activation de la NADPH-oxydase (20, 21). A leur tour, ces RLO 
déclenchent des cascades d’effets cellulaires conduisant à la stimulation de facteurs de 
transcription tel que le NFκB et à la synthèse de cytokines et de facteurs de croissance, dont 
l’effet global profibrosant contribue largement au développement de la glomérulopathie 
diabétique (22, 23). Les RLO contribuent aussi à un effet pro-apoptotique des cellules 
tubulaires qui conduit à l’atrophie tubulaire dans la ND (24). L’accumulation d’AGEs au 
niveau rénal, au cours de la ND, a été montrée par plusieurs équipes (25-28). Le rôle central 
joué par ces composants dans le développement de la ND en fait une cible attractive pour en 
ralentir l’évolution. Des traitements par des composants inhibant la formation des AGEs (29, 
30), par des anticorps anti-RAGE (31) ou par l’injection d’un RAGE recombinant soluble 
(32) protègent contre le développement de la ND. Les molécules capables de dégrader les 
AGE préformés (comme l’alagebrium), réduisent l’expression du TGFβ, l’activation de la 
PKCβ et l’accumulation de collagène de type IV (33). L’effet protecteur de ces molécules a 
 10
La néphropathie diabétique 
été montré dans des modèles de souris traitées par la streptozotocine (STZ) (29, 34), et chez la 
souris db/db (35). Dans le modèle de la souris db/db, les auteurs ont montré que l’alagebrium 
était capable de prévenir mais également de réverser l’évolution de la ND. Cette substance a 
déjà été testée en clinique (36, 37) dans le cadre de pathologies cardiovasculaires mais pas 
encore dans celui de pathologies rénales. 
En plus de la formation des AGEs, l’hyperglycémie peut exercer des effets délétères 
intracellulaires directs. Alors que pendant l’instauration du diabète, les transporteurs GLUT-4 
insulino-dépendant participent à l’insulinorésistance en devenant moins fonctionnels, 
l’expression d’autres transporteurs au glucose, en particulier GLUT-1 est stimulée par 
l’hyperglycémie. Ce transporteur GLUT-1 provoque une augmentation de la concentration 
intracellulaire de glucose dans les cellules qui surexpriment GLUT-1 (38). Ce glucose 
intracellulaire active différentes voies intracellulaires : celle de l’aldose réductase (voie des 
polyols), celle de la PKC (protéine kinase C), celle des hexosamines (16). L’activation de ces 
différentes voies est à l’origine d’une augmentation de la production de RLO et de la 
formation intracellulaire d’AGE (39). Cette toxicité du glucose ne s’instaure que dans certains 
types cellulaires, en particulier les cellules des nerfs sensitifs et neurovégétatifs, les cellules de 
la rétine et les cellules mésangiales. Dans ce cadre, un travail récent a montré que la 
surexpression de GLUT-1 dans la cellule mésangiale, alors que les animaux ne sont ni 
diabétiques ni hypertendus, s’accompagne d’une glomérulosclérose d’intensité modérée vers 
la 26ième semaine, proche de celle observée au cours de la ND (40). 
I.2. LE STRESS OXYDANT : PIVOT DE LA REACTION CELLULAIRE A 
L’HYPERGLYCEMIE 
Le stress oxydant est fortement impliqué dans le développement de la 
glomérulosclérose diabétique (41). Celui-ci joue un rôle important dans l’expansion 
mésangiale observée dans le rein diabétique. En effet, la synthèse de collagène par les cellules 
mésangiales en situation hyperglycémique, est inhibée par les anti-oxydants (42, 43). Les 
souris transgéniques surexprimant une des enzymes permettant de réduire l’accumulation de 
RLO, la Cu2+/Zn2+ (super oxyde dismutase), rendues diabétiques par la STZ, développent une 
albuminurie, une hypertrophie glomérulaire, une accumulation de collagène et un volume 
mésangial fractionnel moins importants que les souris sauvages (44). La production de RLO 
au cours de la ND dépend d’une potentialisation entre une synthèse cytosolique et 
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mitochondriale induite par différents mécanismes, notamment les AGEs (21). Les résultats de 
l’utilisation expérimentale d’antioxydants a montré des effets protecteurs prometteurs (44, 
45). Cependant, les résultats des études cliniques portant sur des traitements chroniques par 
des vitamines antioxydantes chez l’humain ne confirment pas les résultats expérimentaux 
(46). 
I.3. LE NO 
Depuis le début des années 2000, le rôle des cellules endothéliales dans la 
physiopathologie de la ND fait l’objet d’une attention croissante. Après une augmentation 
précoce de production de NO, les phases plus tardives de la ND s’accompagnent d’une 
augmentation du pool cellulaire de NO-synthase endothéliale (eNOS) avec diminution de la 
production de NO chez l’animal (47) comme chez l’humain (48). Ce paradoxe dépend de 
modifications post traductionnelles de la eNOS qui sont responsables d’une séquestration 
cytosolique plutôt que d’une localisation membranaire des monomères et dimères de eNOS. Il 
s’y ajoute une diminution de son activation par phosphorylation. Ces modifications altèrent le 
fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale et conduisent à la formation d’ion 
super oxyde plutôt que du NO (49, 50). La eNOS est, en particulier, sous la dépendance du 
VEGF. L’expression du VEGF est diminuée au cours de la plupart des néphropathies (51-54). 
De fait, l’administration de VEGF est associée à une amélioration de la fonction rénale et à 
une diminution de la fibrose (51, 52, 55). Cependant, dans une seule néphropathie chronique, 
la ND, le VEGF est augmenté (56, 57) et impliqué dans des altérations des podocytes et des 
cellules endothéliales (58, 59). L’augmentation de l’activité de la eNOS aurait un effet 
protecteur sur ces altérations podocytaires et endothéliales (60). Cet effet protecteur serait 
déficient au cours de la ND en raison d’une diminution des interactions entre VEGF et la voie 
du NO (61). L’implication de la eNOS dans la physiopathologie de la ND fait l’objet de 
nombreux travaux puisque les souris invalidées pour la eNOS développent des lésions 
caractéristiques de la ND humaine (61, 62). Les altérations rénales secondaires à la 
diminution de la biodisponibilité du NO sont la conséquence d’effets hémodynamiques mais 
probablement aussi d’effets paracrines sur les cellules endothéliales, les cellules mésangiales, 
les podocytes et les macrophages (63, 64). Enfin, la biodiponibilité du NO dépend aussi du 
contrôle intracellulaire de l’activation de la NOS qui est altéré au cours de la ND. En effet, 
l’activité de la eNOS est contrôlée par un inhibiteur endogène : l’ADMA (asymmetric 
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dimethylarginine) qui est augmenté au cours de la ND (65). La production d’ADMA étant 
elle-même dépendante d’une enzyme qui représente un facteur limitant important : la DDAH 
(dimethylarginine dimethylaminohydrolase). En effet, la surexpression chez le rat diabétique 
de DDAH permet de diminuer la synthèse d’ADMA ainsi que l’activation de la voie de 
l’hypoxie et du TGFβ (66). 
Chez l’humain, les études plus récentes semblent corroborer les observations faites 
chez l’animal (48). Certaines variations du gène de la eNOS sont associées chez les sujets 
diabétiques de type II à une résistance au développement de la ND (67). 
I.4. LE SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE (SRA) 
L’implication du SRA dans de nombreuses situations physiologiques et 
physiopathologiques est cruciale notamment dans la régulation de la pression artérielle et de 
la volémie ainsi que dans la réponse vasculaire à l’inflammation aiguë et chronique. 
Cependant, certaines circonstances physiopathologiques, telle que la ND, s’accompagnent 
d’une activation chronique et inappropriée du SRA avec, comme effet principal, une 
augmentation de l’angiotensine II (ATII). L’ATII, via ses effets vasoconstricteurs, 
proinflammatoires et pro-oxydants, contribue au développement de lésions d’artériosclérose 
et à des altérations cardiaques et rénales (68, 69). Au niveau rénal, notamment au cours de la 
ND, l’ATII est impliqué via son récepteur AT1 dans l’augmentation de la perméabilité du 
filtre glomérulaire (70, 71), la prolifération et l’hypertrophie des cellules mésangiales et des 
cellules tubulaires (72) ainsi que l’altération des réponses cellulaires aux aggressions (73). 
Ces actions sont en partie contrôlées grâce aux traitements par IEC et ARA2. 
De plus, la stimulation chronique du SRA est habituellement responsable d’une 
diminution de la synthèse de pro-rénine par augmentation de la conversion de prorénine en 
rénine. Cependant, il existe des exceptions à cette règle notamment au cours de la ND où la 
concentration circulante de prorénine est fortement augmentée (74, 75) en corrélation avec 
l’augmentation de l’albuminurie (76). La prorénine, n’est pas un précurseur inactif, puisqu’il 
est capable de se lier à un récepteur spécifique (PRR : Pro-Rénine Receptor) qui n’a été 
identifié que depuis le début des années 2000 (77). Au niveau des cellules mésangiales, 
l’activation du PRR s’accompagne, notamment, d’une augmentation du TGFβ1, de la 
fibronectine, du collagène I et du PAI-1 (78). Le blocage du PRR par la transfection de 
séquences d’ARN interférents (siRNA) s’accompagne d’une réduction de la prolifération des 
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cellules mésangiale, une diminution de la synthèse de collagène IV et du TGFβ, ainsi que 
d’une augmentation de la MMP-2 (79). L’expression du PRR dépend d’un rétrocontrôle 
négatif de l’ATII via le récepteur AT2 sur des cellules mésangiales (lignées cellulaires et 
cellules issues de rats diabétiques)(80). 
Enfin, le développement d’inhibiteur sélectifs de la rénine tel que l’aliskiren (81, 82) 
devrait permettre de mieux comprendre les mécanismes de régulation entre l’ATII, ses 
récepteurs et le couple prorénine/rénine. L’aliskiren est actuellement utilisé en complément 
thérapeutique dans le traitement de l’hypertension artérielle sévère (83). En revanche, au 
cours de la ND les travaux sont débutants. Chez la souris db/db, le traitement par aliskiren 
diminue l’albuminurie et l’expansion mésangiale en partie en diminuant le stress oxydant 
(84). Chez l’humain, au cours de la néphropathie diabétique débutante (diabète de type II), un 
traitement de 6 mois par aliskiren et ARA2 contribue à diminuer significativement 
l’albuminurie par rapport au traitement par ARA2 seul (85). Des études complémentaires sont 
néanmoins nécessaires pour préciser les conséquences du traitement par aliskiren sur le 
pronostic rénal à plus long terme, notamment par rapport à un traitement par IEC. 
I.5. LES FACTEURS DE CROISSANCE 
L’accumulation d’AGEs et l’augmentation du stress oxydant déclenchent une cascade 
de signalisation aboutissant à la synthèse de cytokines et de facteurs de croissance, participant 
à l’évolution de la ND.  
I.5.1. L’IGF-1 
L’IGF-1 est un facteur de croissance local particulièrement actif au niveau du rein où 
il est principalement exprimé par les cellules mésangiales (86). Les cellules mésangiales de 
souris diabétiques NOD (diabète de type I) présentent une activation de la voie de l’IGF-1 
(87). L’IGF-1 participerait au développement de la ND par plusieurs mécanismes. Tout 
d’abord, l’IGF-1 stimule l’expression du transporteur GLUT-1 par les cellules mésangiales, 
augmentant ainsi l’uptake de glucose (38). In vitro, l’IGF-1 stimule la synthèse de matrice 
extracellulaire tout en altérant les capacités de résorption de la matrice (86, 88, 89). Par 
ailleurs, le blocage du récepteur de l’IGF-1 in vivo, au cours du diabète expérimental chez le 
rat, prévient l’hypertrophie rénale et l’hyperfiltration glomérulaire (90). Son impact délétère à 
long terme demeure néanmoins l’objet d’un débat. 
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I.5.2. LE TGF BETA 
Découvert depuis 30 ans (91), le TGFβ est indispensable dans les phénomènes de 
croissance/développement et dans la régulation du système immunitaire. Son rôle vital est 
parfaitement illustré chez les souris invalidées pour le TGFβ1 dont la moitié décèdent in utero 
et les autres présentent des altérations lymphoprolifératives diffuses et incontrôlés au cours 
des premières semaines de vie (92, 93). Cependant, par son action pro-fibrosante, le TFGβ est 
aussi considéré comme un facteur délétère majeur (11, 94). Il a été récemment mis en 
évidence, dans le modèle des souris db/db, une surexpression glomérulaire et tubulaire du 
TGFβ1 et du TGFβ-RII (95, 96), alors que celle-ci n’avait pas été retrouvée dans une étude 
antérieure effectuée à partir du cortex rénal (97). Cependant, le TGFβ n’apparaît pas comme 
un médiateur précoce. Il semble plutôt correspondre à une réponse en aval de plusieurs 
cascades de signalisation préalables. Dès lors, il est évident que le blocage du TGFβ peut être 
efficace pour réduire la ND. Plusieurs approches expérimentales utilisant des inhibiteurs, des 
anticorps neutralisants ou des récepteurs solubles ont montré que le blocage du TGFβ prévient 
le développement de la fibrose rénale. Par exemple, l’administration d’un anticorps 
monoclonal anti-TGFβ, chez la souris diabétique db/db, permet de prévenir à long terme 
l’expansion mésangiale et l’insuffisance rénale (98). Cependant, chez l’humain, l’inhibition 
chronique de l’action d’un facteur de croissance pourrait entrainer des effets délétères ce qui 
en limite l’usage. Il serait sans doute plus intéressant d’agir sur des cibles en aval du TFGβ. 
Parmi ces cibles potentielles, la protéine BMP-7 (Bone Morphogénic Protéin 7) qui inhibe 
l’action pro-fibrosante du TGFβ, pourrait être recrutée et exercer un effet protecteur au cours 
de la ND. Cette hypothèse est étayée par plusieurs travaux expérimentaux (99-101). 
I.5.3. LE PDGF, LE FGF ET LE CTGF 
Parmi les facteurs de croissance, le PDGF et le FGF ont également été mis en cause au 
cours du développement de la glomérulosclérose. Le PDGF est synthétisé au niveau 
glomérulaire où il exerce un effet mitogène puissant sur les cellules mésangiales (102). Il 
serait également impliqué dans l’accumulation de collagène IV et de fibronectine induite par 
le TGFβ (103). Le FGF a lui aussi un effet prolifératif sur les cellules mésangiales (104, 105). 
Le CTGF représente aussi un des principaux facteurs de croissances impliqués dans la 
ND. En condition d’hyperglycémie il peut être synthétisé par les cellules mésangiales (106, 
107), par les podocytes ainsi que par les cellules tubulaires (108). Le CTGF est fortement 
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corrélé avec l’albuminurie chez l’animal (109) et participerait aussi au développement des 
lésions tubulo-interstitielles (108, 110, 111). La synthèse du CTGF dépend des AGEs ou du 
TGFβ par une voie commune impliquant l’activation des MAP-kinase (ERK1/2 et p38) et de 
Smad3 (112). 
L’ensemble de ces fateurs de croissance même s’ils ont tous été incriminés dans le 
développement de la ND, n’ont cependant pas individuellement un rôle critique. Ils ne font 
donc pas actuellement l’objet de développement de cibles thérapeutiques pour ralentir 
l’évolution de la ND. 
I.5.4. LE VEGF 
Le VEGF est un facteur angiogénique qui augmente la perméabilité vasculaire (113) 
ainsi que la survie de cellules exposées à des situations d’hypoxie (114). Au niveau du rein, il 
est exprimé par les podocytes et les cellules tubulaires proximales. L’induction d’un diabète 
expérimental s’accompagne d’une augmentation de son expression et de celle de son 
récepteur de type II (56), peut-être via l’activation du RAGE. De même, la synthèse de VEGF 
par les podocytes en culture est induite par un milieu riche en glucose ou contenant du TGFβ 
(115). L’induction de l’expression du VEGF dans les situations d’hyperglycémie chronique 
semble impliquée dans le développement de la ND. En effet, l’utilisation d’un anticorps 
neutralisant anti-VEGF au cours du diabète de type I chez le rat (58), et du diabète de type II 
chez la souris db/db (59), permet de réduire de façon importante la microalbuminurie. 
Cependant, si la diminution du VEGF est bénéfique pour le glomérule, cette diminution peut 
être délétère au niveau tubulo-interstitiel en raison de la réduction de l’activité de la eNOS. En 
effet, l’association d’une hyperglycémie aiguë et d’une hypoxie s’accompagne d’une 
diminution de l’induction du VEGF au niveau des cellules tubulaires proximales par altération 
de l’activation de la voie HIF/HRE (hypoxia-inducible factor/hypoxia-responsible 
element)(116). De plus, la transfection intra-musculaire du gène du Flt-1 soluble (sFlt-1, 
antagoniste conpétitif du récepteur I du VEGF) protège des altérations podocytaires et réduit 
l’albuminurie chez la souris db/db mais augmente fortement les lésions tubulo-interstitielles 
de la ND (117). Les mécanismes en aval du VEGF restent à préciser en tenant compte 
notamment du stade de la ND. 
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I.6. L’INFLAMMATION 
L’inflammation est l’un des déterminants clefs dans la progression de tous les stades 
de la ND. Celle-ci parait résulter d’une accumulation rénale de macrophages qui participent à 
la progression de l’albuminurie, aux altérations cellulaires et à la fibrose glomérulaire et 
tubulo-interstitielle chez l’animal (118, 119) comme chez l’humain (120). Les stratégies 
expérimentales destinées à réduire cette accumulation au cours de la ND sont associées à une 
réduction du développement de la fibrose rénale dans le diabète de type I (121) et le diabète 
de type II (122, 123). A côté de cette infiltration macrophagique, les lymphocytes T sont aussi 
présents dans le rein au cours de la ND mais en moindre quantité (121, 124). Un travail récent 
dans un modèle de souris diabétiques dépourvues de lymphocytes T et B matures montre une 
diminution de l’albuminurie, une moindre activation des macrophages et des podocytes moins 
altérés. Cependant, la perte de ces lymphocytes matures n’avait aucun impact sur le 
développement des lésions de fibrose tubulo-interstitielle et le déclin de la fonction rénale 
(125).  
Cette accumulation de macrophages s’accompagne d’une augmentation de 
l’expression de facteurs contribuant à leur recrutement entre autres ICAM-1, VCAM-1, MCP-
1 et MCSF, chez la souris db/db (118, 126) mais aussi chez l’humain (127, 128). Le plus 
étudié de ces facteurs est MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) qui, sous l’influence 
de l’hyperglycémie chronique et des AGEs est sécrété primitivement par les cellules 
mésangiales (129-131), les podocytes et les cellules tubulaires (132), via l’activation de la 
PKC et l’activation puis la translocation nucléaire de NF-κB. Ces macrophages recrutés sont 
alors activés (118, 122, 133), sécrètent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires telles que 
l’IL-1, l’IL-6, le TNFα, le TGFβ et favorisent le stress oxydant (127, 131, 134).  
I.7. L’HYPOXIE 
Au cours des dix dernières années, l’hypoxie est apparue comme un des éléments 
important du pronostic de la ND à travers le développement des lésions de fibrose tubulo-
interstitielle (135-137). En effet, quelles que soient les modifications intrarénales rapportées, 
l’ensemble des travaux suggère la présence d’une hypoxie chronique intra-rénale au cours de 
la ND. Certains l’attribuent à une raréfaction des capillaires tubulaires associée à une 
diminution du flux sanguin peritubulaire médullaire et à la diminution de biodisponibilité en 
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NO (135, 136). D’autres montrent en l’absence de raréfaction capillaire une diminution de la 
pression partielle en O2 prédominante dans la médullaire rénale par augmentation de la 
consommation d’oxygène et la formation de RLO (138, 139). L’hypoxie contribue alors à son 
tour à l’activation d’un facteur de transcription hétérodimérique : HIF-1 (hypoxia-inducible 
factor) composé de deux sous unités HIF-1α et HIF-1β (140). Comme de nombreuses 
néphropathies aiguës ou chroniques, la ND s’accompagne d’une activation de HIF-1α (137). 
L’hypoxie diminue l’hydroxylation de HIF-1α sur des résidus propyls, ce qui le stabilise 
(diminution de la dégradation de HIF-1α dans le protéasome) et permet sa translocation au 
noyau, sa dimérisation avec HIF-1β ainsi que son interaction avec le HRE (Hypoxia-response 
element)(141). Cependant, en condition de normoxie, HIF-1α peut être activé par le TGFβ 
(142), l’angiotensine II (143), les RLO (144) et la PKC (145). Enfin, l’activation de HIF-1 
peut résulter directement de l’hyperglycémie via un ChREBP (glucose-responsive 
carbohydrate response element binding protein) présent sur le promoteur du gène de HIF-1α 
(146). L’activation de HIF-1 permet d’induire la transcription génique de nombreux gènes 
dont ceux de l’érythropoéitine (147), du VEGF (148), du CTGF (149) et des transporteurs du 
glucose (150) ce qui renforce l’activation de systèmes intracellulaires déjà impliqués dans la 
ND. 
II. THERAPEUTIQUES ACTUELLES ET PERSPECTIVES 
II.1. A LA RECHECHE D’UNE STRATEGIE 
Les études cliniques ont montré une relation étroite entre la glycémie et les 
complications micro-vasculaires du diabète (16). Ainsi, un contrôle strict de la glycémie 
devrait permettre de prévenir ou au moins ralentir la progression de la ND. Une étude clinique 
(The Diabetes Control and Complications Trial Research Group (151), a montré qu’un 
traitement intensif par de l’insuline (3 injections par jour) améliorait l’équilibre glycémique 
dans le diabète de type I. Dans cette étude, les sujets présentaient après intensification 
thérapeutique un taux sanguin d’hémoglobine glyquée et une excrétion urinaire d’albumine 
inférieurs à ceux des patients suivant un traitement non optimisé. Cependant, malgré les 
efforts pour maintenir un équilibre glycémique correct chez les sujets diabétiques, plus de 
40% d’entre eux (DID et DNID confondus), développent une néphropathie après 25 ans de 
diabète (152). Les progrès réalisés dans les techniques d’insulinothérapie devraient permettre 
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de réduire l’incidence de la ND chez les sujets diabétiques de type I. En effet, de nouvelles 
techniques, telles que la mise en place des pompes à insuline ou même de pancréas artificiels 
permettent un meilleur contrôle glycémique et devraient donc limiter le développement des 
complications. 
Cependant, le problème subsiste pour les diabétiques de type II, qui représentent 
actuellement 85% des diabétiques et chez qui, contrairement au diabète de type I, la 
normalisation glycémique n’est pratiquement jamais obtenue en raison de l’insulino-
résistance. 
Il existe différents traitements hypoglycémiants, mais ils ne permettent pas de 
normaliser totalement le profil glycémique. Il devient alors essentiel d’instaurer une démarche 
de prévention du développement des complications micro-vasculaires, en particulier de la 
glomérulopathie, avec des traitements agissant sur des mécanismes indépendants de la 
glycémie. 
La majorité des pathologies chroniques rénales est associée à une accumulation 
excessive de matrice extracellulaire, avec pour conséquence pratiquement inéluctable le 
développement d’une fibrose rénale (153). La fibrose rénale, qu’elle soit interstitielle ou 
glomérulaire, résulte de mécanismes physiopathologiques complexes, parfois distincts dont 
les impacts respectifs convergent pour aboutir finalement à une insuffisance rénale terminale. 
Le contrôle de cette évolution progressive vers la fibrose devient un enjeu thérapeutique 
majeur, et les stratégies thérapeutiques disponibles à ce jour n’ont qu’une efficacité modeste. 
II.2. LA FIBROSE RENALE EST ELLE REVERSIBLE ? 
La réversibilité de cette évolution reste une question importante et non totalement 
résolue. Un ensemble de travaux récents indique que la fibrose rénale pourrait régresser, au 
moins dans des modèles de néphropathies expérimentales (154-156). Ainsi, la fibrose rénale 
induite par le blocage de la voie du NO, chez le rat, peut être prévenue par inhibition de 
l’activité tyrosine kinase du récepteur de l’EGF (157). Une régression de la fibrose rénale a 
ensuite été montrée lors du blocage du SRA, dans deux modèles. Chez des rats hypertendus 
déficients en NO (158), un traitement par des ARA2 débuté après l’apparition de la 
glomérulosclérose et le déclin de la fonction rénale, a permis de normaliser les paramètres 
fonctionnels et morphologiques. Le traitement détermine une réduction des expressions du 
collagène de type I et IV et du TGFβ, mais ne réduit pas l’activation des métalloprotéinases, 
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contribuant ainsi à dégrader l’excès de matrice extracellulaire. Par ailleurs, dans le modèle de 
néphrectomie subtotale chez le rat, une autre équipe a montré qu’un traitement par un IEC, 
permettait de réduire les lésions préexistantes de fibrose glomérulaire et tubulo-interstitielles 
(159). Plus récemment, il a été montré que les lésions rénales consécutives à une hypertension 
induite par l’inhibition de la synthèse de NO peuvent régresser après l’arrêt de cette inhibition 
(160). Enfin, l’équipe de J. Chao a montré une régression de la glomérulosclérose chez le rat 
hypertendu grâce au transfert du gène de la kallicréine (161). 
Chez l’humain, la réversibilité de la fibrose rénale a été étudiée essentiellement dans 
le diabète de type I, au cours duquel la transplantation de pancréas est apparemment associée 
à la régression des lésions tubulaires (162) et glomérulaires (163) sur des biopsies de contrôle. 
Le lien entre le bénéfice de la suppression de l’état diabétique et le bénéfice rénal d’une 
prévention secondaire reste toutefois à établir. 
II.3. LES APPROCHES PHARMACOLOGIQUES 
II.3.1. LE BLOCAGE DU SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE 
Le blocage du système rénine-angiotensine (SRA) est à ce jour, le traitement le plus 
utilisé car il a fait preuve d’une efficacité clinique sensible au cours du DID, mais aussi du 
DNID (164, 165). Les principales molécules utilisées pour bloquer le SRA sont : 
[ les inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC). Leur efficacité a été montrée 
au cours du diabète. Utilisés couramment en pratique clinique (165), ils sont 
capables de prévenir ou ralentir la progression de la ND par un mécanisme 
indépendant de leur effet hypotenseur (166). 
[ les antagonistes du récepteur AT1 de l’angiotensine II (ARA2). Plusieurs 
études cliniques (167-169) ont établi qu’ils étaient également capables de 
prévenir ou ralentir la progression de la ND au cours du diabète de type II. 
Cependant, une étude clinique sur la réduction du risque de survenue d’une 
néphropathie et rétinopathie diabétique chez des patients diabétiques de type I 
sans hypertension ni albuminurie montre que si le traitement par IEC est 
comparable au placebo, le traitement par ARA2 augmente significativement le 
risque d’albuminurie (170). Ces résultats récents suggèrent que les IEC et les 
ARA2 ne sont peut être pas si interchangeables dans une démarche 
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thérapeutique de prévention de la ND. 
II.3.2. LE BLOCAGE DE LA PKC BETA 
Le blocage de la PKCβ est envisagé comme cible thérapeutique de la 
néphroprotection. En effet, cette protéine, en particulier l’isoforme β, est induite et fortement 
activée par l’hyperglycémie et participe au développement de la ND (171). L’invalidation de 
la PKCβ limite la microalbuminurie et l’expression de plusieurs facteurs de croissance pro-
fibrosants (172, 173). Un inhibiteur spécifique de la PKCβ (Ruboxistaurine LY333531), a été 
testé cliniquement (174) et s’avère bénéfique en limitant la perte de réponse vasodilatatrice 
dépendante de l’endothélium, chez des sujets sains exposés à une hyperglycémie. Cet 
inhibiteur qui a reçu l’approbation de la FDA, est en phase d’études cliniques depuis 4 ans 
avec une bonne  tolérance, les résultats ne montrent pas d’effets secondaires significativement 
différents de ceux du traitement placebo (175). Un travail récent montre que cet inhibiteur 
s’avère particulièrement efficace pour réduire la sévérité de la rétinopathie diabétique (176). 
II.3.3. LES THIAZOLIDINEDIONES 
Les thiazolidinediones (TZD) sont des agonistes du récepteur de PPARγ et sont déjà 
utilisés en clinique pour leur action de sensibilisation à l’insuline. Il a récemment été montré 
lors d’une étude chez des patients diabétiques de type II, que ces molécules réduisent 
également la microalbuminurie et peuvent ralentir l’évolution de la ND (177, 178). 
II.3.4. LE HGF 
Le facteur de croissance hépatocytaire (HGF) est un facteur de croissance endogène 
qui exerce aussi une action rénale en limitant le développement de la fibrose via l’inhibition 
de l’action délétère du TGFβ. Au niveau du rein, l’HGF inhibe la surproduction de matrice 
extracellulaire et l’apoptose, il active la dégradation de matrice et peut moduler la 
prolifération et la différentiation cellulaire (179). L’administration intraveineuse d’HGF 
améliore la ND chez la souris (180, 181), en s’opposant aux effets fibrosant du TGFβ (180, 
182). Le transfert du gène de l’HGF réduit également la sévérité de la ND chez le rat (183). 
L’administration d’HGF exogène pourrait donc constituer un outil thérapeutique intéressant. 
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II.3.5. LES INHIBITEURS DES HISTONES DESACETHYLASES 
Les inhibiteurs des histones desacethylases (HDAC), dont l’utilisation anti-cancéreuse 
est en cours d’études cliniques, exerceraient également un rôle antifibrosant et pourraient 
donc être considérés comme des agents thérapeutiques potentiels au cours de la ND (184). Le 
traitement par un inhibiteur de HDAC empêche l’expression de collagène I par des cellules 
épithéliales rénales humaines exposées au TGFβ. Il empêche également la transition épithélio-
mésenchymateuse qui est une des étapes importantes dans l’évolution vers la fibrose (185). 
Par ailleurs, ces inhibiteurs permettraient la sélection des cellules endogènes à fort pouvoir de 
restauration (cellules SP : Side Population)(186). 
II.4. AUTRES CIBLES THERAPEUTIQUES POTENTIELLES 
II.4.1. LE MAINTIEN DE L’INTEGRITE PODOCYTAIRE VIA L’ACTIVATION DE LA 
PROTEINE C 
Si le maintien de l’ensemble des structures et fonctions du rein est déterminant pour 
ralentir le développement de la ND, le maintien, plus particulièrement, de l’intégrité des 
podocytes semble important. En effet, l’altération et la perte de podocytes qui survient 
précocement dans l’évolution de la ND est responsable d’un tournant dans l’évolution de la 
ND entre une phase de latence où la fonction rénale et la structure macroscopique du rein sont 
maintenues, et une phase secondaire caractérisée par une dégradation du filtre glomérulaire 
avec apparition d’une protéinurie (187). Certaines protéines podocytaires, en particulier la 
néphrine, sont importantes pour assurer la cohésion des podocytes et maintenir l’intégrité 
fonctionnelle de la barrière glomérulaire (188). L’expression de la néphrine est réduite au 
cours du diabète et est inhibée par l’angiotensine II (189, 190). Cela pourrait contribuer à la 
perte des podocytes. La survie podocytaire pourrait par conséquent constituer, en soit, un 
nouvel objectif thérapeutique au cours de la ND. 
Dans ce cadre l’APC (Activated Protein C) est une nouvelle cible très prometteuse qui 
pourrait être impliquée dans la survie des podocytes. Cette protéine anti-apoptotique est 
inhibée par l’hyperglycémie. Cette inhibition pourrait être responsable de l’augmentation de 
l’apoptose des podocytes et des cellules endothéliales des capillaires glomérulaires au cours 
de la ND. Différents paramètres de la ND ont été étudiés dans deux modèles de souris 
transgéniques : l’un déficient en protéine C activée et l’autre surexprimant la protéine C 
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activée (191, 192). Les souris déficientes en APC développaient une ND plus sévère, et 
inversement, les souris surexprimant l’APC étaient protégées. Cet effet protecteur de 
l’activation de la protéine C est associé à une réduction de l’apoptose des podocytes et des 
cellules endothéliales des capillaires glomérulaires. 
II.4.2. PLACE DES OUTILS DE PROTEOMIQUE DANS LA MISE EN EVIDENCE DE 
NOUVELLES CIBLES THERAPEUTIQUES 
L’identification de marqueurs physiopathologiques pertinents est essentielle pour le 
diagnostic, le pronostic et le suivi de la ND. L’application des nouvelles techniques de 
protéomique est trop récente pour fournir déjà des informations pertinentes dans le domaine 
de la ND. En fait, le protéome urinaire actuellement identifié concerne plus de 1500 protéines 
(193). Or, au cours de la ND, un grand nombre de protéines spécifiques résultent de 
modifications post-traductionnelles (notamment suite à des réactions de glycation). Un 
important travail d’identification reste à accomplir avant d’espérer voir émerger de nouvelles 
cibles thérapeutiques. En fait, les résultats actuels fournis par les études de protéomique ont 
identifié des protéines dont l’implication avait déjà été montrée par des approches 
protéomiques ciblées utilisant des modèles expérimentaux : constituants de systèmes 
fibrosants (élastase (194)), du stress oxydant, des AGEs et des systèmes sensibles à l’hypoxie 
(expression de la protéine HIF (195)). Dans des études récentes effectuées sur des biopsies 
cutanées de sujets diabétiques de type I, la transplantation pancréatique est associée à une 
diminution des altérations de l’expression de plusieurs enzymes du stress oxydant ainsi que de 
la glycolyse aéro et anaérobie (196). 
II.4.3. THERAPIES GENIQUES ET CELLULAIRES 
Les approches de thérapie génique ont été envisagées au niveau rénal d’abord dans le 
cadre des situations ischémiques. Le rôle protecteur de transfert du gène de l’hème oxydase 1 
a ainsi été mis en évidence (197). Les situations d’ischémie-reperfusion sont certainement 
celles qui font l’objet des études les plus nombreuses, tant par les approches de thérapie 
génique, que maintenant, par des approches de thérapie cellulaire. Dans ce cadre, certaines 
tentatives d’infusion de cellules souches mésenchymateuses chez la souris montrent des 
résultats néphroprotecteurs intéressants bien que modestes (198, 199). L’existence de cellules 
progénitrices mésangiales issues de moelle osseuse a en effet été montrée, rendant possible 
une telle application. Ces cellules sont rapidement détectées dans le rein, au niveau vasculaire 
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ou glomérulaire, avec des effets bénéfiques significatifs tels que la stabilisation de la 
protéinurie et l’amélioration des fonctions rénales (198) ou encore une réduction de 
l’apoptose des cellules vasculaires (200). Cependant, ces cellules soit disparaissent 
rapidement (200), soit se différencient secondairement en adipocytes (198). 
Par ailleurs, ces cellules, issues de souris diabétiques (type II) pouvaient transmettre 
un phénotype de ND à des souris normales, sans qu’il y ait pour autant apparition de diabète 
(201). Le même groupe a aussi montré que les lésions glomérulaires de la ND pouvaient ainsi 
être perpétuées et aggravées par des progéniteurs ayant le phénotype pathologique (202). 
Ainsi, l’existence de ces progéniteurs à fort potentiel pathogène peut être un obstacle 
important à un tel type de traitement ; ce phénomène est donc à prendre en compte dans le 
développement des approches de thérapie cellulaire et/ou génique contre la ND. Des travaux 
concernant la recherche et l’amélioration des cellules souches ont récemment été publiés. 
Ainsi, l’inhibition des HDAC semble activer l’expression de gènes néphroprotecteurs (BMP-7 
et HGF) dans certaines populations de cellules rénales, dont l’identification plus précise est en 
cours (186). Des cellules embryonnaires rénales humaines, à fort potentiel de restauration, ont 
été récemment isolées (203). Ces cellules sont capables de restaurer le compartiment tubulaire 
dans un modèle d’insuffisance rénale aiguë et ne présentent pas d’effet de tumogénicité. 
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I. PLACE DU SKK DANS LA NEPHROPATHIE DIABETIQUE 
Les premiers arguments en faveur du rôle néphroprotecteur de la bradykinine (BK) 
sont indirects et reposent sur l’analyse des mécanismes rendant compte des effets bénéfiques 
du blocage du système rénine-angiotensine (SRA) au cours des néphropathies hypertensives 
et diabétiques. Ces deux néphropathies se caractérisent par une atteinte glomérulaire précoce 
avec accumulation de matrice mésangiale, une glomérulosclérose progressive et des lésions 
de fibrose tubulo-interstitielle qui évoluent vers l’insuffisance rénale chronique. Actuellement, 
le blocage du SRA par les inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) ou par les antagonistes 
du récepteur AT1 de l’angiotensine II (ARA2) s’avère la meilleure stratégie thérapeutique 
(204) pour ralentir l’évolution et la sévérité de la fibrose rénale. 
I.1. BLOCAGE DU SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE ET BRADYKININE 
I.1.1. INHIBITEURS DE L’ENZYME DE CONVERSION 
L’effet protecteur cardiovasculaire et rénal des IEC a été démontré dans plusieurs 
grandes études cliniques. Par exemple, l’étude REIN (The Ramipril Efficacity In 
Nephropathy)(205) a montré que le traitement de sujets protéinuriques par un IEC, permet 
malgré une pression artérielle identique, de ralentir le déclin du débit de filtration 
glomérulaire, et de réduire le risque de développer une insuffisance rénale terminale. L’effet 
protecteur rénal des IEC serait supérieur à celui des autres molécules anti-hypertensives. 
L’étude HOPE (Heart Outcomes Prevention Evaluation)(151) a montré que le traitement par 
le ramipril est associé à une réduction de la mortalité et de la morbidité cardio-vasculaire chez 
les sujets à haut risque cardio-vasculaire. Ce bénéfice est encore plus grand chez les sujets 
présentant des pathologies rénales, ce qui suggère un effet spécifique des IEC notamment sur 
la protéinurie, indépendamment de leur effet hypotenseur (206). 
Les IEC agissent à la fois sur le SRA, vasoconstricteur, et le système kallikréine-
kinine (SKK), vasodilatateur. Leurs effets bénéfiques ont longtemps été rapportés uniquement 
à l’inhibition du SRA. Pourtant, de plus en plus d’arguments suggèrent que l’accumulation de 
BK joue un rôle important dans cette action. En effet, la biodisponibilité de l’angiotensine II 
n’est pas toujours modifiée lors d’un traitement par les IEC (207, 208), probablement en 
raison de la possibilité d’une synthèse d’angiotensine II indépendante de l’enzyme de 
 26
Actions de néphroprotection au cours de la néphropathie diabétique 
conversion, par exemple via les chymases (209). La concentration d’angiotensine II est 
également dépendante de sa dégradation par l’enzyme de conversion 2 de l’angiotensine II 
(ECA2). Ces données suggèrent que le blocage de la synthèse d’angiotensine II n’est pas à lui 
seul responsable de tous les effets des IEC. L’utilisation d’antagonistes du récepteur B2 de la 
bradykinine (RB2) a permis d’apporter des preuves expérimentales en faveur de la 
contribution de ce récepteur dans l’effet protecteur des IEC. Les effets bénéfiques des IEC 
sont en effet souvent atténués par le blocage du RB2. Les IEC exercent leur effet anti-
fibrosant d’une part en inhibant la synthèse de composants de la matrice extracellulaire 
(collagène et fibronectine) et, d’autre part, en stimulant sa dégradation (via l’inhibition de 
l’expression de la protéine PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1)). Ces deux actions des 
IEC sont supprimées par l’administration d’un antagoniste du RB2 (210, 211). L’effet anti-
fibrosant des IEC est donc largement dépendant de la BK et de la mise en jeu de son récepteur 
B2. De la même façon, l’effet anti-protéinurique des IEC au cours de néphropathies 
expérimentales chez le rat, est en partie dépendante des kinines (212, 213). 
L’activation du RB2 par les IEC peut se faire par plusieurs mécanismes intriqués et 
additionnels. Le premier d’entre eux est, bien sûr, l’inhibition de la dégradation de la BK, 
mais de nouveaux mécanismes ont été proposés. Tout d’abord, l’enzyme de conversion de 
l’angiotensine et le RB2 pourraient former un complexe qui augmenterait la sensibilité du 
RB2 pour la BK (214). Par ailleurs, l’inhibition de l’ECA entraîne l’accumulation 
d’angiotensine I qui est dégradée en angiotensine 1-7 par plusieurs enzymes dont l’ECA2. 
L’angiotensine 1-7 agit en activant un récepteur spécifique encore imparfaitement identifié 
(215, 216), mais qui pourrait être associé à l’oncogène Mas (217). Les effets de l’angiotensine 
1-7, hypotenseurs et vasodilatateurs, sont opposés à ceux de l’angiotensine II. Par ailleurs, 
certains de ces effets sont inhibés par les antagonistes du RB2 (218, 219). L’angiotensine 1-7 
peut se comporter comme un inhibiteur de l’enzyme de conversion et donc augmenter la 
biodisponibilité de la BK mais également agir sur le complexe ECA/RB2 et ainsi diminuer la 
désensibilisation du RB2 (220). Bien que tous les mécanismes d’action de l’angiotensine 1-7 
ne soient pas encore identifiés, les voies de formation associées à la stimulation potentielle du 
RB2 pourraient permettre de définir de nouvelles voies thérapeutiques. 
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Figure 2 : Interactions entre le système rénine-angiotensine et le système kallicréïne kinine chez l’humain. 
Chez le murin et notamment le rat, il n’y a pas de synthèse de kallidine mais uniquement de bradykinine sous 
l’action de la kallicréïne tissulaire (flèches en pointillés). IVP : inhibiteurs des vasopeptidases ; IEC : inhibiteurs 
de l’enzyme de conversion ; ARA 2 : antagonistes du récepteur AT1 de l’angiotensine II. 
 
I.1.2. ANTAGONISTES DU RECEPTEUR AT1 DE L’ANGIOTENSINE II 
L’activité du SRA peut aussi être bloquée par l’administration d’ARA2. Leur bénéfice 
au niveau du rein a été montré dans plusieurs études (167, 168, 221-224), et des travaux 
suggèrent des interactions possibles entre les ARA2 et la BK (225). En effet, alors que les 
IEC inhibent la formation d’angiotensine II et la dégradation de la BK, les ARA2 bloquent 
l’action de l’angiotensine II sur le récepteur AT1 laissant persister les effets du récepteur 
AT2. Si on a longtemps pensé que l’angiotensine II était uniquement vasoconstrictrice, des 
travaux récents montrent que l’activation du récepteur AT2 induit des effets vasodilatateurs 
en mettant en jeu une signalisation impliquant une synthèse accrue de BK et une activation du 
RB2 (226). Cette relation entre l’activation du récepteur AT2 et la production de BK a été 
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confirmée chez la souris surexprimant le récepteur AT2 qui activerait la kallicréine via une 
diminution du pH intracellulaire (227). Il a été démontré dans plusieurs modèles que les 
antagonistes du RB2 réduisaient fortement la vasodilatation dépendante de l’endothélium 
induite par l’angiotensine II (228). De même, la surexpression du récepteur AT2 réduit la 
fibrose périvasculaire cardiaque induite par la perfusion d’angiotensine II. Cet effet est 
également dépendant du RB2 (229). L’activation du récepteur AT2 est donc capable de 
contrebalancer certains effets de l’AT1, probablement en stimulant la production de GMPc 
via un mécanisme partiellement dépendant des kinines et du RB2. Cette activité anti-
fibrosante du récepteur AT2 ne repose toutefois pas exclusivement sur l’activation du RB2 car 
une stimulation de la formation de NO par le récepteur AT2 a été démontrée chez les souris 
n’exprimant pas le RB2 (230). 
I.1.3. CONSEQUENCES DU BLOCAGE DU SRA AU COURS DE LA NEPHROPATHIE 
DIABETIQUE 
I.1.3.1. BLOCAGE DU SRA 
Au cours de la ND, les deux agents pharmacologiques IEC et ARA2 agissent à la fois 
par des mécanismes communs et complémentaires, ce qui a permis d’identifier des 
interactions importantes entre les récepteurs de l’angiotensine II et ceux de la BK. A l’instar 
des études cliniques, les travaux expérimentaux dans des modèles de rat ou de souris 
diabétiques montrent un effet néphroprotecteur des IEC. Les IEC augmentent la sensibilité à 
l’insuline (231-234), et inhibent in vivo la formation d’AGEs (235, 236). Plusieurs travaux, 
dans des modèles de diabète chez le rat (237-239), ont rapporté que les IEC réduisaient la 
protéinurie ainsi que la sclérose glomérulaire et tubulo-interstitielle. 
I.1.3.2. MISE EN JEU DU SKK 
La contribution de la BK semble importante dans les effets néphroprotecteurs des IEC 
et des ARA2 au cours de la ND. En effet, les IEC ont un effet anti-protéinurique qui est 
partiellement supprimé par un antagoniste du RB2 et donc en partie dépendant de la BK 
(213). De plus, il a été montré que l’amélioration de la sensibilité à l’insuline par les IEC est 
supprimée par un antagoniste du RB2 (HOE-140) et que la perfusion de BK était capable de 
reproduire les mêmes effets que les IEC (231). Cette amélioration de la sensibilité à l’insuline 
a été également étudiée par plusieurs équipes chez le rat Zucker obèse et insulino-résistant 
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(240-242). Ces études ont établi qu’un traitement par l’omapatrilat, capable d’inhiber 
simultanément l’enzyme de conversion et l’endopeptidase neutre, permet une amélioration de 
la sensibilité à l’insuline de manière plus efficace que la seule inhibition de l’enzyme de 
conversion (240-242). Cet effet de l’omapatrilat est bloqué par un antagoniste du RB2 ou un 
inhibiteur de la NO-synthase, ce qui suggère l’implication du RB2 et de la production de NO. 
Ce traitement réduit également l’albuminurie ainsi que les lésions glomérulaires et tubulo-
interstitielles chez le rat Zucker. Cet effet est également en partie médié par l’activation du 
RB2 (243). Nos travaux sont en accord avec ces résultats puisque nous avons observé que le 
blocage du RB2 annulait les effets bénéfiques des IEC sur l’expression et l’activation de 
plusieurs facteurs de croissance chez le rat (244), et sur la glomérulosclérose et l’albuminurie 
chez la souris db/db (245). La suppression des effets protecteurs des IEC par un antagoniste 
du RB2 est un argument important en faveur d’un rôle néphroprotecteur spécifique de 
l’activation du RB2. 
Un nouveau mécanisme qui pourrait expliquer les effets anti-fibrosants des IEC 
implique le tétrapeptide Ac-SDKP (N-acetyl-seryl-aspartyl-lysyl-proline). Ce tétrapeptide, 
inhibiteur endogène des cellules hématopoïétiques, est hydrolysé exclusivement par l’enzyme 
de conversion. Sa concentration plasmatique est par conséquent fortement augmentée par un 
traitement IEC (246). Il a été montré que le SDKP inhibe les expressions de la protéine PAI-1 
et du collagène de type I induites par le TGFβ (247), via la suppression de l’activation de 
Smad 7. Un traitement des souris db/db par le SDKP prévient l’accumulation de matrice 
extracellulaire, l’hypertrophie glomérulaire et l’augmentation de la créatininémie, cependant 
sans réduire de façon significative l’albuminurie (248). L’effet bénéfique anti-fibrosant du 
SDKP a été montré dans plusieurs modèles de fibrose rénale (249) et cardiaque (250-252), 
suggérant l’utilisation thérapeutique possible de ce peptide au cours des pathologies 
caractérisées par un excès de fibrose telle que la ND. A ce jour aucune étude rapportant son 
usage chez l’humain n’a été publiée. 
I.1.4. ACTIVATION DU RB2 ET NEPHROPATHIE DIABETIQUE 
I.1.4.1. ARGUMENTS ETAYANT LE ROLE PROTECTEUR DE LA BK 
Outre l’implication de la BK dans les effets protecteurs des IEC, de nombreux autres 
arguments suggèrent un rôle protecteur de la BK au cours de la ND. Chez les rats rendus 
diabétiques par la STZ, l’excrétion urinaire de BK ainsi que l’expression rénale des 
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kininogènes et du RB2 sont augmentées, alors qu’au contraire, l’expression des kininases est 
réduite (253). Le diabète est donc associé à une activation globale du SKK, et cela constitue 
peut-être un mécanisme d’adaptation destiné à maintenir la filtration glomérulaire malgré 
l’atteinte rénale. Dans ce même modèle, un traitement par transfert du gène de la kallicréine 
permet de réduire la glycémie, un effet dépendant de l’activation du RB2 (254), mais 
également de diminuer l’albuminurie et d’améliorer la filtration glomérulaire (255). 
L’étude des souris génétiquement modifiées pour le SKK a apporté des arguments 
supplémentaires en faveur du  rôle bénéfique de la BK au cours de la ND. En effet, les souris 
exprimant plusieurs copies de l’enzyme de conversion, donc capables de dégrader de façon 
accrue la BK (256), ainsi que les souris invalidées pour le RB2 (257), présentent une 
aggravation de la ND. Dans le premier modèle, les auteurs ont observé que les souris 
exprimant trois copies du gène de l’enzyme de conversion développent une protéinurie plus 
importante, quand le diabète est induit par la STZ, que les souris n’exprimant qu’une ou deux 
copies de ce gène. Une seconde équipe a étudié l’impact de la délétion du gène du RB2 sur le 
développement de la ND des souris diabétiques Akita. Ils ont observé une très forte 
augmentation de l’albuminurie, ainsi qu’une aggravation des lésions de glomérulosclérose. 
Enfin, il a été montré que les souris invalidées pour le gène de la kallicréine présentent une 
microalbuminurie plus sévère que les souris contrôles au cours du diabète et une moindre 
expression de la protéine podocytaire ezrin, impliquée dans l’albuminurie (258). Comme ces 
souris présentent un défaut de synthèse de la bradykinine, elles présentent probablement une 
moindre activation du RB2. 
Ce concept de l’effet protecteur de l’activation du RB2 reste toutefois controversé par 
quelques équipes qui considèrent que la BK est peut-être un des médiateurs clef de la ND. 
Leurs travaux suggèrent que la BK participerait, dès les premiers stades de la ND, à 
l’hyperfiltration glomérulaire induite par l’IGF-1 (259). Ensuite, la BK, via l’activation du 
RB2 et la voie des MAP kinases, stimulerait l’expression de certains facteurs de croissance et 
de cytokines (CTGF, TGFβ) ainsi que la synthèse de collagène de type I (260). Par ailleurs, 
des souris invalidées pour le RB2, présentent une diminution de l’excrétion urinaire 
d’albumine et une réduction de la sclérose glomérulaire et tubulo-interstitielle, par rapport à 
des souris sauvages (261). Ils en ont déduit que l’activation du RB2 participerait au 
développement de la ND. Cependant, ces travaux, provenant d’une seule équipe, sont en 
contradiction avec ceux de nombreux groupes, dont les nôtres, qui montrent un effet plutôt 
protecteur de la BK et en particulier de son récepteur B2 dans différents modèles de 
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néphropathie diabétique. Ces différences doivent probablement dépendre de variations dans le 
modèle animal et/ou dans les conditions expérimentales. Un effet potentiellement délétère de 
la BK pourrait plutôt dépendre de l’activation du récepteur B1, notamment au cours du 
diabète de type I où un rôle pro-inflammatoire peut être avancé dès l’induction de 
l’hyperglycémie par la STZ (262).  
I.1.4.2. MECANISMES DE L’EFFET NEPHROPROTECTEUR 
I.1.4.2.a. Bradykinine, transporteurs du glucose et sensibilité à 
l’insuline 
L’effet néphroprotecteur associé à l’activation du RB2 dépend de différents 
mécanismes. Un premier mécanisme reposerait sur une action directe de la BK sur la 
régulation de la glycémie. Par ce biais, la BK serait capable via une réduction de 
l’hyperglycémie de prévenir ou au moins de ralentir l’évolution des complications liées à 
l’hyperglycémie, en particulier la ND. En effet, la BK est capable de stimuler la translocation 
du transporteur de glucose GLUT-4 et donc d’améliorer l’utilisation cellulaire, musculaire et 
adipocytaire du glucose (232-234). La sensibilité à l’insuline est, par ailleurs, fortement 
augmentée au niveau du muscle cardiaque chez le rat Zucker (242) ainsi que dans le muscle 
soléaire de rats diabétiques (263) lors de l’administration d’un inhibiteur des vasopeptidases 
(omapatrilat). La sensibilité à l’insuline des rats déficients en kininogène (264) ainsi que celle 
des souris invalidées pour le RB2 (KOB2) (265) sont moins bonnes que celle de leurs 
contrôles respectifs. De la même façon, la sensibilité à l’insuline est réduite par 
l’administration d’un antagoniste du RB2 (266), par un mécanisme indépendant du NO et des 
prostaglandines. De plus, la BK serait capable de stimuler la libération d’insuline par le 
pancréas (267, 268). 
La BK réduit également la quantité plasmatique d’AGEs ce qui peut être associé à 
l’amélioration de l’action de l’insuline sur le transport de glucose dans le muscle squelettique 
(269, 270). 
 32
Actions de néphroprotection au cours de la néphropathie diabétique 
I.1.4.2.b. Bradykinine et stress oxydant 
Tout d’abord, le stress oxydant consécutif à l’hyperglycémie (16) pourrait être réduit 
par la BK. En effet, l’administration de BK chez des rats STZ, réduit la formation de certains 
paramètres du stress oxydant (peroxyde d’hydrogène et malondialdéhyde) et augmente 
l’activité d’enzymes anti-oxydantes (superoxyde dismutase, catalase et glutathion 
peroxydase)(271). Une réduction de la formation de radical super oxyde et des concentrations 
sériques en triglycérides et cholestérol a été démontrée après transfert du gène de la 
kallicréine (161, 254, 272). Inversement, une aggravation du profil du stress oxydant a été 
décrite chez les souris n’exprimant pas le RB2 (273). Enfin, chez le rat diabétique, notre 
équipe a décrit une augmentation de l’accumulation de protéines complexées à des dérivés 4-
HNE (marqueurs de la peroxydation lipidique) lors du blocage du RB2 (274). L’activation du 
RB2 pourrait donc contrôler en partie le stress oxydant, vraisemblablement par la production 
de NO. En effet, une étude récente montre une réduction des lésions nucléotidiques dans un 
modèle de sénescence de cellules endothéliales en présence de BK et leur exacerbation lors du 
rajout de HOE-140 (antagoniste pseudo peptidique du RB2) ou de L-NAME (inhibiteur des 
NO-synthases)(275). 
I.1.4.2.c. Bradykinine et fibrose 
La BK exerce également un rôle anti-fibrosant via l’activation du RB2. Elle diminue 
la synthèse de l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène (PAI-1), ce qui a pour 
conséquence une augmentation d’activité des métalloprotéases, et favorise donc la 
dégradation de la matrice (211). De plus, la BK module l’expression et la signalisation des 
récepteurs des cytokines et des facteurs de croissance. Sur la cellule mésangiale, 
l’administration de BK réduit l’autophosphorylation du récepteur de certaines cytokines (IGF-
1, TGFβ) alors que ce phénomène est augmenté lors du blocage du RB2 (274). L’activation 
du RB2, sur des glomérules isolés de rats, inhibe l’activation des MAP-kinases induite par les 
facteurs de croissance (IGF-1, PDGF, VEGF, FGF) et par l’hyperglycémie (274, 276, 277). 
Ces travaux sont par ailleurs en accord avec une observation récente indiquant que la 
surexpression du récepteur du TGFβ est encore majorée chez les souris n’exprimant plus le 
RB2 (273). 
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I.1.4.2.d. Bradykinine et prolifération 
L’effet protecteur de la BK pourrait également impliquer son effet anti-prolifératif. En 
effet, en fonction de l’état d’activation cellulaire, la BK peut activer ou inhiber la prolifération 
et l’hypertrophie cellulaire probablement via le recrutement de voies de signalisation 
distinctes. L’effet prolifératif semble faire intervenir les activations de la phospholipase C et 
de la protéine kinase C (PKC). Plusieurs mécanismes ont été évoqués pour expliquer l’effet 
anti-prolifératif : une augmentation de la production de PGE2 dans les fibroblastes (278), 
l’activation d’une tyrosine phosphatase capable de déphosphoryler les MAP-kinases Erk1/2 
dans les cellules mésangiales (279, 280), l’activation de la phosphatase PTP responsable de la 
trans-inactivation du récepteur de l’EGF dans les cellules épithéliales et enfin la 
désensibilisation du récepteur de l’EGF par un mécanisme impliquant la PKC (281). 
I.1.4.2.e. Bradykinine et filtration glomérulaire 
La néphrine et la megsine sont deux protéines importantes pour la stabilité du filtre 
glomérulaire. Elles pourraient être impliquées dans l’effet protecteur du RB2. L’invalidation 
du RB2 est en effet associée à une augmentation importante de l’expression de ces deux 
protéines lors de l’apparition du diabète (257). Une augmentation de l’expression de la 
néphrine a aussi été montrée lors de l’instauration d’un diabète de type I chez le rat (282). La 
néphrine mutée est associée à un détachement des podocytes pouvant conduire à une 
altération précoce du filtre glomérulaire (283, 284). La megsine est un inhibiteur de 
métalloprotéases et donc de la dégradation de protéines matricielles. L’accumulation de 
megsine en l’absence du RB2 pourrait aboutir à l’accumulation de matrice, et être ainsi en 
partie responsable de l’instauration de la fibrose glomérulaire (285). 
I.1.5. ET LE RB1 ? 
L’expression du récepteur B1 (RB1) est induite au cours du diabète dans plusieurs 
tissus et organes tels que les vaisseaux rétiniens (286), le rein (287-290) et la moelle épinière 
(291-294). Par contre, même si le RB1 n’est pas détectable dans le myocarde (295), la fibrose 
cardiaque associée à la cardiomyopathie diabétique est réduite chez les souris invalidées pour 
le RB1 (KOB1)(296). Toutefois, l’effet de l’activation du RB1 au cours de la ND reste 
incertain. Un seul travail est en faveur d’un rôle néphroprotecteur du RB1, il montre que le 
blocage pharmacologique de ce récepteur aggrave la fibrose rénale dans un modèle de 
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néphropathie hypertensive (297). Le RB1 peut aussi avoir des effets anti-prolifératifs car il 
réduit l’hyperplasie de la média lors de lésions de la carotide chez le rat (298). Bien que la 
tendance actuelle soit en faveur de l’hypothèse d’un rôle délétère du RB1, des travaux récents 
suggèrent des effets contradictoires. Le rôle bénéfique du blocage du RB1 est observé dans les 
syndrômes douloureux, en particulier au cours de la neuropathie diabétique (299-303). Au 
niveau rénal, le blocage du RB1 s’est accompagné d’un effet antifibrosant dans un modèle de 
néphropathie aiguë par ligature urétérale (304) comme dans un modèle expérimental de 
glomérulonéphrite aiguë (305). Enfin, l’absence de RB1 est associée à une hypersensibilité à 
la leptine et à une résistance au développement de l’obésité (306). A noter cependant que ces 
effets antifibrosants et métaboliques du blocage du RB1 n’ont pas encore été évalués au cours 
de la ND. En revanche, la double invalidation du RB1 et du RB2 se traduit par une 
exacerbation des complications observées dans le diabète dans différents organes tels que le 
rein, le tissu nerveux périphérique et l’os (307). De même, des travaux en cours dans notre 
équipe montrent que l’induction d’un diabète, chez des souris invalidées pour le RB1, se 
traduit par l’apparition d’une albuminurie importante et d’une dysfonction endothéliale. Ainsi, 
un blocage du RB1 en situation d’activation rénale aiguë du SKK serait bénéfique alors que 
l’absence du RB1 au cours de néphropathies chroniques serait délétère. 
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I.2. CONTRIBUTION PERSONNELLE : PLACE DU RECEPTEUR B2 DANS LES 
EFFETS DU BLOCAGE DU SRA AU COURS DE LA NEPHROPATHIE 
DIABETIQUE EXPERIMENTALE. 
Avec l’idée de rechercher de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles pour 
protéger le rein contre le développement de maladies rénales chroniques, nos travaux avaient 
pour but de préciser le rôle du RB2 au cours de la ND. 
Dans un premier travail (Allard J, Buléon M, Cellier E, Renaud I, Pecher C, Praddaude F, 
Conti M, Tack I and JP Girolami. ACE inhibitor reduces growth factor receptor expression and 
signalling but also albuminuria through B2-kinin glomerular receptor activation in diabetic rats. 
Am J Physiol Renal Physiol. 2007 ; 293(4) : F1083-92), nous avons étudié, chez le rat rendu 
diabétique par la streptozotocine, l’effet du blocage du récepteur B2 sur l’expression et 
l’activation des récepteurs du TGFβ, de l’IGF-1 et du PDGF lors d’un traitement par un IEC. 
Dans cette situation, le blocage du RB2 annule les effets inhibiteurs bénéfiques de l’IEC sur 
ces voies de signalisation. Cette observation apporte un argument mécanistique pour 
considérer que l’activation du RB2 est bénéfique en inhibant l’expression et l’activation de 
facteurs de croissance et de cytokines impliquées dans le développement de la ND. Bien que 
ce modèle de diabète expérimental génère une situation catabolique extrême avec 
paradoxalement des lésions rénales de ND modérées et différentes de celles observées chez 
l’humain, les modifications de signalisation observées sont celles de l’hyperglycémie. 
Nous avons ensuite étudié le rôle du RB2 dans l’effet néphroprotecteur des IEC au 
cours de la ND dans un modèle de diabète de type II chez la souris C57BlKs db/db (Buléon M, 
Allard J, Jaafar A, Praddaude F, Ranera M-T, Pecher C, Girolami J-P and I Tack. Pharmacological 
blockade of B2-kinin receptor reduces renal protective effect of Angiotensin-Converting Enzyme 
Inhibition in db/db mice model. Am J Physiol Renal Physiol. 2008 ; 294(5) : F1249-56). Les souris 
C57BlKs db/db développent des lésions de ND plus proches de celles observées chez 
l’humain que dans le modèle précédent de rats diabétiques de type I. Des souris db/db ont été 
soumises pendant 20 semaines à un traitement par IEC seul ou associé au HOE140 (un 
antagoniste non peptidique du RB2). A la fin du traitement, les paramètres fonctionnels 
(microalbuminurie, débit de filtration glomérulaire, …) et structuraux (volume glomérulaire et 
volume mésangial fractionnel) qui caractérisent la ND ont été étudiés. L’impact des différents 
traitements sur certaines voies de signalisation (IGF-1, TGFβ, RAGE, stress oxydant) connues 
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pour être impliquées dans le développement de la ND a également été étudié à l’échelon 
glomérulaire. Comme on pouvait le prévoir, nous avons observé un bénéfice structural 
important ainsi qu’une réduction de l’excrétion urinaire d’albumine chez les souris traitées par 
les IEC. De façon plus intéressante, cet effet néphroprotecteur des IEC était en grande partie 
aboli par l’administration conjointe du HOE140. Ce travail étaye donc fortement l’hypothèse 
selon laquelle l’effet protecteur des IEC dépend en partie d’une action directe de la 
bradykinine sur son récepteur B2.  
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Allard J, Bule´on M, Cellier E, Renaud I, Pecher C, Praddaude
F, Conti M, Tack I, Girolami J-P. ACE inhibitor reduces growth
factor receptor expression and signaling but also albuminuria through
B2-kinin glomerular receptor activation in diabetic rats. Am J Physiol
Renal Physiol 293: F1083–F1092, 2007. First published June 27,
2007; doi:10.1152/ajprenal.00401.2006.—Diabetic nephropathy (DN)
is associated with increased oxidative stress, overexpression and
activation of growth factor receptors, including those for transforming
growth factor-1 (TGF--RII), platelet-derived growth factor (PDGF-
R), and insulin-like growth factor (IGF1-R). These pathways are
believed to represent pathophysiological determinants of DN. Beyond
perfect glycemic control, angiotensin-converting enzyme inhibitors
(ACEI) are the most efficient treatment to delay glomerulosclerosis.
Since their mechanisms of action remain uncertain, we investigated
the effect of ACEI on the glomerular expression of these growth
factor pathways in a model of streptozotocin-induced diabetes in rats.
The early phase of diabetes was found to be associated with an
increase in glomerular expression of IGF1-R, PDGF-R, and TGF--
RII and activation of IRS1, Erk 1/2, and Smad 2/3. These changes
were significantly reduced by ACEI treatment. Furthermore, ACEI
stimulated glutathione peroxidase activity, suggesting a protective
role against oxidative stress. ACEI decreased ANG II production but
also increased bradykinin bioavailability by reducing its degradation.
Thus the involvement of the bradykinin pathway was investigated
using coadministration of HOE-140, a highly specific nonpeptidic
B2-kinin receptor antagonist. Almost all the previously described
effects of ACEI were abolished by HOE-140, as was the increase in
glutathione peroxidase activity. Moreover, the well-established ability
of ACEI to reduce albuminuria was also prevented by HOE-140.
Taken together, these data demonstrate that, in the early phase of
diabetes, ACEI reverse glomerular overexpression and activation of
some critical growth factor pathways and increase protection against
oxidative stress and that these effects involve B2-kinin receptor
activation.
angiotensin-converting enzyme inhibitor; oxidative stress; glutathione
peroxidase activity; diabetes
DIABETIC NEPHROPATHY (DN) causes the majority of end-stage
renal diseases throughout the world (54). It was initially
believed that elevated blood glucose was the major cause of
renal damage in both type 1 and 2 diabetes. However, several
clinical studies have demonstrated that strict glycemic control
is not sufficient to prevent the progression of renal dysfunction
and the development of glomerular lesions. The mechanisms
underlying the progression of diabetic kidney disease are
intricate and still not completely understood. Among the many
pathophysiological mechanisms possible, several growth fac-
tors and cytokines have been put forward to account for the
onset of DN. This is particularly the case for the paracrine
expression of insulin-like growth factor-1 (IGF-1), transform-
ing growth factor- (TGF-) (20), and platelet-derived growth
factor (PDGF) that are involved in the early onset of diabetes-
induced renal changes. In addition to the upregulation and
activation of growth factor and cytokine receptors, the activa-
tion of the renal renin-angiotensin system (RAS) and oxidative
stress have been identified as critical events that largely con-
tribute to worsening DN (7). These observations are consistent
with the importance of blood pressure (BP) reduction and the
efficiency of the blockade of the RAS (2, 38) in preserving
renal functions in diabetic states. Consistently, blockade of the
RAS with angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI) or
ANG II type I receptor blockers (ATB) has become one of the
most successful therapeutic approaches to prevent diabetic
kidney disease. However, the efficiency of the RAS blockers
may not rely on the blockade of angiotensin receptors only,
since discrepancies in the level of activation of the RAS and in
the efficacy of RAS blockers have been reported suggesting
additional mechanisms. In fact, ACE exhibits at least a dual
activity; in addition to the generation of the potent vasocon-
strictor peptide ANG II, ACE is also able to hydrolyze the
COOH-terminus dipeptide of the nonapeptide bradykinin (BK)
leading to inactive BK fragments. Therefore, ACE inhibitors
not only decrease ANG II synthesis, they also increase the
bioavailability of BK. Several recent reports suggest that acti-
vation of the B2-kinin receptors (B2R) could reduce the pro-
liferative effect of several growth factors in cultured cell lines
(15, 45, 50) and in mesangial cells (1, 18). B2-kinin receptor is
involved in the antihypertrophic effect of BK documented in
cultured cardiomyocytes (30, 52, 53, 55) but also in vivo,
mainly in the heart (24, 25, 40, 56). Moreover, the antihyper-
trophic effect of BK in vivo on the renal vasculature in mice
has been also reported (67). Therefore, the present study was
designed to investigate the effect ACEI as well as the involve-
ment of B2-kinin receptor inhibition on the expression of
several growth factor receptors involved in the development of
diabetic glomerulosclerosis (20).
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The experimental protocol consisted of a prolonged treat-
ment of streptozotocin-induced diabetic rats with ACEI alone
or combined with a B2R nonpeptide antagonist. We investi-
gated the effect of this treatment on glomerular expressions of
IGF-1, PDGF B, and TGF-1 receptors. In addition, we also
assessed whether ACE inhibition induced changes in the major
activated signaling pathways of these receptors and in the
activity of several anti-oxidant enzymes in parallel with mi-
croalbuminuria.
MATERIALS AND METHODS
Drugs and compounds. Rabbit polyclonal IgG anti-PDGF receptor
type B, rabbit-purified IgG anti-IRS-1, and antiphospho-Smad 2 were
purchased from Upstate Biotechnology (Euromedex Munddolsheim
France). Goat-purified IgG anti-Smad 2/3, rabbit-purified IgG anti-
TGF- receptor II, and rabbit-purified IgG anti-total form of Erk 2
were from Santa Cruz Biotechnology (Tebu, Le Perray, France).
Rabbit-purified IgG anti-phospho-Erk 1 and 2 were purchased from
Promega (Madison, WI). The commercial sources of products were
otherwise as follows: orthovanadate, NG-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME), ouabain, EGTA, SDS, glycerol, PMSF, soybean trypsin
inhibitor (SBTI), aprotinin, leupeptin, -mercaptoethanol, bacitracine,
BSA, genistein, DTT, TCA, ammonium molybdate, isobutanol, and
toluene were from Sigma (St. Quentin Fallavier, France). NaCl, RPMI
1640, and bromophenol blue were from Merck Eurolab (Strasbourg,
France). Tris and glycine were from GIBCO BRL (Cergy-Pontoise,
France). PBS was from Biochrom (Berlin, Germany), EDTA was
from ICN, and Zanozar (streptozotocin) was from Pharmacia and
Upjohn (St. Quentin Yvelines, France). Ramipril and HOE-140 were
generously provided by Aventis Pharma (Frankfurt, Germany).
Animal and study design. Male Sprague-Dawley rats (12 wk old,
Harlan) were housed under controlled conditions in a room with a
12:12-h light-dark cycle and standard rat chow and tap water available
ad libitum. Experimental procedures and protocols were conducted in
compliance with the guiding principles for animal research (US) and
has been approved by the IFR31 Institutional Animal Care and Use
Committee as recently described (3). Diabetes was induced by an
intravenous injection of 65 mg/kg streptozotocin (Zanosar, freshly
reconstituted in sterile water). Age-matched control rats received the
vehicle only. Once diabetes was established (4–5 days afterward),
diabetic rats were randomly divided into five groups (n  12 each).
Animals of the first group received no other treatment. Subcutaneous
insulin implants delivering 2 U/24 h (Linshin, Scarborough, ON,
Canada) were given to the rats in the second group. Rats from group
3 received 1 mg kg1 day1 of the ACE inhibitor ramipril in their
drinking water. Rats from group 4 received ramipril and in addition
were subcutaneously injected daily with 0.25 mg/kg of the B2R-
selective antagonist HOE-140. Rats from group 5 received 0.25
mg/kg of HOE-140 only. The selected doses of ramipril (1
mg kg1 day1) had been previously demonstrated to reverse many
functional and morphological events of DN. The dose of HOE-140
used (0.25 mg/kg) was twofold that of a dose sufficient to inhibit the
hypotensive effects of 100 nM BK.
Biological parameters. Conscious systemic BP was measured by
the tail-cuff method (Power lab 400, Phymed, Paris, France). Three
days before the end of the study, the rats were housed in metabolic
cages, and 24-h urine samples were collected. Aliquots were frozen at
20°C until measurements. Microalbuminuria was determined using
the Cayman EIA kit and expressed by the ratio albuminuria to
creatininuria. Glomerular filtration rate was estimated by using the
creatinine clearance method. At the end of the study, i.e., 14 days after
the initiation of the treatments, the glycemia was measured with a
Euro Flash LifeScan glycometer (Issy-les Moulineaux, France). The
rats were anesthetized intraperitoneally with 65 mg/kg pentobarbital
sodium (Sanofi, Montpellier, France). After complete exsanguination,
the kidneys were quickly removed and the glomeruli were isolated as
routinely performed in the laboratory by graded sieving (3). Briefly,
the cortex was forced through three consecutive steel sieves with
decreasing mesh sizes (180, 125, and 75 m) to harvest 12,000
glomeruli/kidney. Under light microscopy, 90% of the glomeruli
appeared to be decapsulated and free of surrounding tubules and
arterioles. The suspension was centrifuged (15,000 rpm, 4°C, 2 min),
and the supernatant was discarded. The pellet containing the glomeruli
was resuspended in 100 l of lysis buffer (10 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM orthovanadate, 0.36 mg/ml
PMSF, 10 g/ml SBTI, 1 g/ml aprotinin, 1 g/ml leupeptin, 0.1%
SDS, pH 7.5), sonicated for 10 s, and centrifuged (15,000 rpm, 4°C,
15 min). Insoluble material was discarded, and the proteins of the
soluble extract were boiled in Laemmli buffer (32 mM Tris, 1% SDS,
5% glycerol, 0.05% bromophenol blue, 2.5% -mercaptoethanol, pH
6.8) for 6 min and stored frozen until SDS-PAGE. Protein concen-
tration was determined by the Bradford protein assay.
Western blotting. Equal amounts of proteins (25 g) were sepa-
rated by SDS-PAGE in Tris-glycine buffer under a 150-V, 30-mA
current in a Bio-Rad miniature transfer gel apparatus (Mini-Protean,
Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) on a 10% SDS-polyacryl-
amide gel as routinely performed in the laboratory and recently
described (3). Proteins were then transferred to a nitrocellulose mem-
brane (Amersham, Orsay, France) in Tris-glycine-methanol buffer
under a 100-V, 300-mA current in a Bio-Rad miniature transfer gel
apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories). The membrane was
blotted with the appropriate antibody. Proteins were visualized using
a horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin
(Amersham) and an enhanced chemiluminescence (ECL) kit (Amer-
sham).
Oxidative stress parameters. Small fragments of cortical tissue
(250 mg) were rinsed with 0.15 M NaCl containing 1 mM EDTA,
frozen, and stored in liquid nitrogen. The tissues were homogenized in
an ice-bath for 30 s with 0.3 M perchloric acid (HClO4) using an Ultra
Turax homogenizer (Janken Kunkel Ika-Werk, Staufen, Germany).
The homogenate was centrifuged at 2,300 g for 15 min at 4°C. After
neutralization with trioctylamine (0.2 vol) and trichlorofluoromethane
(0.8 vol), the supernatant was used for determination of malonydial-
dehyde (MDA) after its conjugation to thiobarbituric acid (TBA) and
determination of the antioxidant activities of Cu/Zn- and Mn-SOD
(super oxide dismutase), catalase, and GPx (glutathione peroxidase);
MDA was also measured directly in plasma sample as recently
described in detail (6).
Tissue kallikrein-kinin system parameters. The expression of B2
receptor in glomerular extract was evaluated by Western blot as
previously described (19). The activity of kallikrein in cortical ex-
tracts was measured by radioimmunoassay of generated BK after
incubation as described below for tissue BK content. To measure BK
tissue content, fragments of cortical tissue were rapidly removed and
rinsed in PBS containing 0.3 mM orthophenanthroline and 0.3 mM
EDTA as kininase inhibitors. They were homogenized in the smallest
possible volume of extraction buffer (0.5 ml/100 g). Then, the
homogenates were stored frozen at 80°C until measurement. BK
concentration was measured using a radioimmunoassay as previously
described in our laboratory (19). The experimental conditions allowed
the minimal detection of 1.5 fmol BK with less than 10% cross-
reactivity with either Des-Arg9-BK or kininogen. Results are ex-
pressed as femtomoles per milligram of protein. ACE activity was
measured as previously described and currently performed in labora-
tory (42).
Statistical analysis. Data are expressed as means  SE of at least
five independent experiments. Body weight, glycemia, and tyrosine
phosphatase activity results were analyzed using one-way ANOVA
followed by either Student’s t-test for paired data or Dunnett’s test for
multiple comparisons. A Kruskal-Wallis test and post hoc Wilcoxon-
Mann-Whitney U-test were used for Western blot densitometric
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analysis. P 0.05 was considered to be significant. All analyses were
performed with Prism 3 software (Graphpad).
RESULTS
Induction of diabetes and effect of treatments. Table 1 and
Fig. 1 summarize several physiological parameters of the
experimental groups. A single administration of STZ induced
significant hyperglycemia, detected 5 days after injection,
which was normalized by insulin only but remained unchanged
during the other treatments. Induction of diabetes was associ-
ated with a large increase in diuresis (150  31.2 vs. 12.8 
1.6 ml/24 h for diabetic untreated rats) which was slightly
reduced by ACEI treatment via activation of the B2 receptor.
Using the tail-cuff method, BP did not significantly vary
between the groups. The diabetic untreated group showed a
marked reduction of glomerular filtration rate, which was
prevented by insulin treatment only. Urinary albumine excre-
tion, shown in Fig. 1, increased significantly from 11.1  1
(control group) to 31.8  3.7 mg/100 mg creatinine (diabetic
group); this increase was reversed by insulin or by the ACEI
treatment. Interestingly, this effect of the ACEI was abolished
when the B2R antagonist HOE-140 was coadministered.
Interestingly, the B2R antagonist alone had no effect per se
on any of the parameters tested. Moreover, combining either
insulin	ACEI or insulin	ACEI	HOE had no further ef-
fect compared with insulin or ACEI given alone.
Effect of treatment with ACEI and B2R antagonist on the
glomerular expression of IGF-1, PDGF-B, and TGF-1 recep-
tors. As shown in Fig. 2, glomerular expression of PDGF-R,
IGF1-R, and TGF- RII was increased in untreated diabetic
rats. Treatment with insulin (given after the onset of diabetes)
resulted in normalization of glycemia within 3 days but also
prevented overexpression of the growth factor receptors. More
interestingly, ACEI treatment exhibited similar preventive ac-
tion despite its lack of effect on hyperglycemia. This effect of
ACEI treatment was abolished by coadministration of the B2R
antagonist HOE-140. Administration of HOE-140 alone had no
significant effect. Moreover, combining either insulin	ACEI
or insulin	ACEI	HOE had no further effect compared with
insulin or ACEI given alone.
Effect of treatments with ACEI and B2R antagonist on
glomerular signaling pathways. Induction of diabetes not only
increased some growth factor and cytokine receptors expres-
sion, but it also resulted in activation of several signaling
pathways as demonstrated by increased phosphorylation of
IRS-1, Erk1/2, and Smad 2/3 shown in Fig. 3. Normalization of
hyperglycemia with insulin treatment resulted in decreased
phosphorylation of these signaling molecules. Treatment with
ACEI for 2 wk also partly prevented phosphorylation of IRS-1,
Erk1/2, and Smad 2/3. Finaly, the ACEI-induced reduction of
phosphorylation was blunted by coadministration of the B2R
antagonist HOE-140 that did not exhibit any significant effects
alone. Moreover, combining either insulin	ACEI or
insulin	ACEI	HOE had no further effect compared with
insulin or ACEI given alone.
Effect of treatment with ACEI and B2R antagonist on enzy-
matic antioxidant defense. In a previous report (3), we showed
that ACEI reduced lipid peroxidation suggesting a decrease in
oxidative stress. Thus, here, we investigated the effect of the
various treatments on the enzymatic activities involved in
antioxidative defense. Serum MDA was found increased in
diabetic rats. This effect was corrected as expected by insulin
administration but also by ACEI, an effect that was abolished
by HOE. No changes in activities of catalase, SOD Cu/Zn, or
SOD were detected in any of the experimental groups (Table
2). In contrast, a significant increase in glutathione peroxidase
activity (GPx) was observed in diabetic rats (Fig. 4). Interest-
Table 1. Characteristics of control and STZ-diabetic rats without and with treatment by Ins, ACEI, ACEI 	 HOE, HOE,
Ins 	 ACEI, or Ins 	 ACEI 	 HOE
Diabetic
Parameters Control No Treatment Ins ACEI ACEI 	 HOE HOE Ins 	 ACEI Ins 	 ACEI 	 HOE
Body wt, g 35422 23829* 29222* 22937* 24134* 23233* 24228* 24722*
Glucose, mmol/l 5.30.2 306.8* 5.20.4 26.88.8* 22.18.1* 22.95.2* 4.90.6 5.30.4
Urine volume, ml/24 h 12.81.6 15031.2* 13.63.4 116.731* 16621*† 13722* 11.44.1 13.22.7
Creatinine clearance, ml/min 2.530.13 1.320.27* 2.680.28 1.290.25* 1.500.26* 1.700.41* 2.720.22 2.610.26
Blood pressure, mmHg 1326 1417 1285 1259 14414 14211 1256 1295
Values are means  SE of at least 8 independent experiments. GFR, glomerular filtration rate; STZ, streptozotocin; Ins, insulin; ACEI, angiotensin-converting
enzyme inhibitor; ACEI	HOE, ACEI combined with B2-kinin receptor antagonist HOE-140; HOE, HOE-140 alone; Ins	ACEI, Ins combined with ACEI;
Ins	ACEI	HOE, Ins combined with ACEI and HOE. *P  0.05 when compared with nondiabetic control rats. †P  0.05 when compared with ACEI-treated
rats.
Fig. 1. Urinary albumin excretion from diabetic rats (filled bars) treated with
insulin (Ins), angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI), ACEI and the
B2-kinin receptor antagonist HOE-140, HOE-140 alone (HOE), Ins combined
with ACEI (Ins	ACEI), or Ins combined with ACEI and HOE
(Ins	ACEI	HOE). Values are means  SE of at least 6 independent experi-
ments. *P  0.05, compared with nondiabetic control rats (open bar). †P  0.05
compared with untreated diabetic rats (D).
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ingly, ACEI treatment was associated with an additional in-
crease in GPx activity that was completely prevented by
coadministration of the B2R antagonist HOE-140 suggesting
that activation of the B2R mediates the stimulation of GPx
during ACEI treatment.
Effect of treatment with ACEI and B2R antagonist on tissue
kinin content, tissue kallikrein, and ACE activities. As shown
in Fig. 5, the cortical BK content was significantly reduced in
diabetic rats. Normalization of ACEI administration partly
prevented the decrease in renal cortex BK content which,
nevertheless, remained lower than that of control. Coadminis-
tration of the B2R antagonist alone or with ACEI was not
associated with any specific effects. Moreover, combining
either insulin	ACEI or insulin	ACEI	HOE had no further
effect compared with insulin or ACEI given alone. Glomerular
expression of the B2-kinin receptor assessed by Western blot,
shown in Fig. 5A, remained unchanged in diabetic rats and was
not affected whatever the treatment. Conversely, a significant
reduction of tissue kallikrein activity was observed in cortical
extracts of diabetic rats, an effect that was prevented in all the
groups receiving insulin, but that was insensitive to any other
treatment. ACE activity was significantly reduced in diabetic
rats, an effect that was also prevented by insulin. Treatment
with ACEI resulted in complete inhibition of ACE activity.
Interestingly, no kallikrein and ACE activities could be de-
tected in glomerular extracts.
DISCUSSION
The aim of the present study was to clarify the role of
B2-kinin receptor activation in the renoprotective effect of
ACEI treatment in a type 1 diabetic rat. For this purpose,
glomerular activation of some growth factors pathways criti-
cally involved in the development of DN was screened. Indeed,
an increasing number of reports support the involvement of
cytokines and growth factors in the onset and progression of
DN (20, 37, 59, 60). Recruitment of these cytokines leads to
overexpression of their receptors and activation of their corre-
Fig. 2. Top: representative Western blot anal-
ysis of glomerular expression of platelet-de-
rived growth factor (PDGF), insulin-like
growth factor (IGF-1), and transforming
growth factor- (TGF-) receptors. Protein
extracts of freshly isolated glomeruli from
control (C) and diabetic rats (D) were incu-
bated with specific antibodies as described
in detail in MATERIALS AND METHODS. Dia-
betic rats were either untreated (D) or
treated with Ins, ACEI, ACEI combined
with B2-kinin receptor antagonist HOE-140
(ACEI 	 HOE), HOE-140 alone (HOE), Ins
combined with ACEI (Ins	 ACEI), or Ins
combined with ACEI and HOE (Ins 	
ACEI 	 HOE). Bottom: relative densitomet-
ric values of glomerular protein expression
factored for the total form of -actine.
A: PDGF R. B: IGF1 R. C: TGF--RII. Con-
trol lane (open bars) were obtained with glo-
merular extracts from nondiabetic rats. Filled
bars: values from diabetic rats of the different
groups described above. Values are means 
SE of at least 5 independent experiments.
*P  0.05; **P  0.01, compared with con-
trols. †P 0.05; ††P 0.01, for the indicated
comparison.
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sponding signaling pathways, such as phosphorylation of
IRS-1 and Erk1/2 for IGF-1 and of Smad for TGF-1. These
phenomena are paralleled by the progression of glomeruloscle-
rosis strongly suggesting a link of causality that is sustained by
the beneficial effects of their blockades (20, 60, 69). Reducing
hyperglycemia with insulin not only reverses both receptor
overexpression and activation of these signaling pathways, but
it also delays formation of renal lesions. Unfortunately, per-
manent normoglycemia is hard, if not impossible, to achieve in
most diabetic patients. This provides a rationale to resort to a
long-term renoprotective treatment independent of glycemic
equilibrium. Until now, blockade of the RAS (using ACEI or
AT1 receptor antagonists) is the only therapy whose benefit has
been clearly demonstrated in humans. The certainty of their
protective effects contrasts with the vagueness of their intimate
mechanisms of action. It is now clear that the blockade of the
Fig. 3. Top: representative Western blot anal-
ysis of glomerular expression of the phos-
phorylated (P) and the total form of IRS,
Smad 2, and Erk 1/2. Protein extracts of
freshly isolated glomeruli from control (C)
and diabetic rats (D) were incubated with
specific antibodies as described in detail in
MATERIALS AND METHODS. Diabetic rats were
either untreated (D) or treated with Ins,
ACEI, ACEI	 HOE, HOE, Ins	 ACEI, or
Ins 	 ACEI 	 HOE. Bottom: relative densi-
tometric values of glomerular protein expres-
sion of the phosphorylated form factored to
the total form of the protein of interest shown
above. A: P-IRS-1. B: P-Smad. C: P-Erk. The
ratio of control group was used as 100%
value. Values are means  SE of at least 5
independent experiments. *P  0.05; **P 
0.01, compared with controls. †P  0.05;
††P  0.01, for the indicated comparison.
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angiotensin pathway by itself is not the only mechanism
involved in ACEI-related vascular and renal protection. Down-
regulation of some critical cytokines, growth factor pathways,
and reduction of oxidative stress appear as additional, but
main, actions of ACEI treatment (46). The deleterious effects
of these cytokines and growth factors on the kidney result from
multiple interactions and the identification of a common early
step controlling their activation may provide a breakthrough
toward a more efficient way to interrupt the cellular mecha-
nisms of glomerular fibrogenesis.
The present study established that, at the critical level of the
glomerulus, the renal protective effect of chronic ACEI treat-
ment during diabetes is in fact associated with the downregu-
lation of the glomerular expression of IGF-1, PDGF, and
TGF-1 receptors as well as inhibition of some of their
signalings. Although we failed to identify directly the cellular
localization of these receptors, it can be suggested that mes-
angial cells are critically involved in these changes. This
suggestion is consistent with numerous previous studies report-
ing the expression of B2R in cultured mesangial cells (1, 18,
63), whereas the presence of B2R elsewhere in the glomerulus
is poorly documented. Less expectedly, our results indicate that
these changes critically involve B2R activation since they are
largely abolished by coadministration of HOE-140, a specific
B2R antagonist.
Among the several growth factors involved in the progres-
sion of diabetic glomerulosclerosis, IGF-1 was one of the first
and most extensively studied. Several works from Striker’s
group (16, 17, 41, 62) indicate that diabetes could be respon-
sible for prolonged activation of the glomerular IGF-1 pathway
accounting for the accumulation of extracellular matrix, as a
result of an increase in collagen synthesis alongside decreased
degradation. An increasing number of reports indicate that
blockade of the IGF-1/GH axis is able to prevent or attenuate
nephropathy in various experimental models of diabetes. Ac-
tivation of IGF-1 receptor is likely involved in diabetes-
induced glomerular hypertrophy since an IGF-1 receptor an-
tagonist inhibits early renal growth in diabetes (27). Further-
more, somatostatin analogs, which prevent renal IGF-I
accumulation, protect the kidney in both type I and type II
experimental models of diabetes (26). Finally, the involvement
of IGF-1 in the worsening of DN is well accepted but the
effects of chronic ACEI treatment on glomerular expression of
IGF1-R protein and IGF-1 pathway have not yet been studied.
TGF-1, which couples the functions of growth factor and
inflammatory cytokine, has emerged as a major mediator of
renal fibrogenesis (70) playing a central role in the deleterious
renal effects of chronic hyperglycemia. In mesangial cells
cultured in a high-glucose medium, inhibition of the JAK/
STAT signaling pathway, which mediates several TGF-1
cellular actions, also reduces TGF- and fibronectin synthesis
(70). A new therapeutic approach to control the fibrotic process
is based on the inhibition of either the expression or the action
of the renal TGF- pathway (5, 23, 59, 69). Neutralization of
Table 2. Oxidative stress parameters in control and STZ-diabetic rats without and with treatment by Ins, ACEI, ACEI 	
HOE, HOE, Ins 	 ACEI, or Ins 	 ACEI 	 HOE
Diabetic
Parameters Control No Treatment Ins ACEI ACEI 	 HOE HOE Ins 	 ACEI Ins 	 ACEI 	 HOE
Catalase, U/mg protein 396.2 387.3 394.5 387.0 425.5 405,0 373.3 412.9
SOD Cu/Zn, U/mg protein 13.82.0 142.2 14.22.4 152.4 14.82.3 13.92.2 12.22.7 13.22.5
SOD Mn, U/mg protein 4.10,6 3.90.6 4.40.4 3.80.5 4.70.5 40.8 3.90.4 4.10.3
Tissue MDA, U/mg protein 0.740.10 0.730.14 0.680.11 0.670.07 0.720.11 0.690.12 0.710.20 0.690.40
Values are means  SE of at least 6 independent experiments. SOD Cu/Zn, Cu/Zn-superoxide dismutase; Mn SOD, Mn-superoxide dismutase; MDA,
Malondialdehyde.
Fig. 4. A: plasma malondialdehyde (MDA) levels. B: glutathione peroxidase
activity in glomerular extracts of freshly isolated glomeruli from diabetic rats
(filled bars) treated with Ins, ACEI, ACEI	 HOE, HOE, Ins	 ACEI, or
Ins 	 ACEI 	 HOE. Values are means  SE of at least 6 independent
experiments. *P  0.05; **P  0.01, compared with nondiabetic control rats
(open bar). †P  0.05 compared with D.
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secreted TGF- with specific antibodies prevents glomerulo-
sclerosis and renal failure in a model of type 2 diabetes (db/db
mice) (5, 70). Interestingly, ACEI treatment decreases renal
TGF- synthesis in several experimental models of diabetes
(28) but also in diabetic patients (61).
The pathophysiological role of PDGF-B in the progression
of DN is less clear but is under recent evaluation. It has been
known for a long time that PDGF is a necessary factor for the
normal development of mesangial cells and that knockout mice
for PDGF-B receptor lack mesangial cells (39). During diabe-
tes, hyperglycemia is associated with glomerular upregulation
of PDGF-B receptor (22, 35) and its activation is likely
involved in the progressive development of fibrosis via activa-
tion of the TGF-1 pathway (22).
Reversing established diabetic glomerulopathy remains a
fascinating but unsolved therapeutic challenge. With respect to
all these previous strategies designed to separately reduce the
activation of proliferative and hypertrophic pathways of
growth factors, treatment with ACEI shows a considerable
advantage because it acts efficiently on all the upstream cyto-
kine/growth factor receptors and pathways suggesting an ac-
tion on a common very early step, which remains to be
identified. It is also interesting to note that ACEI demonstrates
an effect similar to that of insulin on the reduction of growth
factor expression and signaling activation. However, in con-
trast to insulin, ACEI has no significant effect on hyperglyce-
mia. Therefore, ACEI acts at a different level than insulin but
close to an early effect of hyerglycemia. Early effects of
hyperglycemia are 1) activation of protein kinase C and 2)
production of glucoxidative products such as Amadori and
advance glycated end products (21) that lead to formation of
reactive oxygen species (ROS). The accumulation of ROS in
renal tissue in turn activates several signaling pathways asso-
ciated with fibrogenesis (36).
An increasing number of reports now indicate that ACEI
also induce antioxidative effects. The attenuation of oxidative
stress by ACEI is mainly interpreted as resulting from the
inhibition of the RAS (14). It is true that ANG II is a potent
stimulus for superoxide production by activating NAD(P)H
oxidases, but surprisingly, the effect of antagonists of ANG II
receptor has not yet been as widely tested as ACEI. Based on
the current findings, ACEI may act as a “Magic Bullet” against
oxidative stress (49) through an additional but unknown mech-
anism that is independent of their action on BP. Interestingly,
Fig. 5. Status of the main components of
renal kallikrein kinin system. A: representative
Western blot analysis of glomerular expres-
sion of B2 receptor. B: relative densitometric
values of glomrular protein expression fac-
tored for the total form of -actine. C: brady-
kinin concentration in cortical extracts. D: kal-
likrein activity from cortical extract. E: ACE
activity from cortical extract from diabetic rats
(filled bars) treated with Ins, ACEI,
ACEI	HOE, HOE, Ins	ACEI, or Ins	
ACEI	HOE. Bradykinin concentration, kal-
likrein activity, and ACE activity were deter-
mined as described in detail in MATERIALS AND
METHODS. Values are means  SE of at least 6
independent extracts. *P  0.05; **P  0.01,
compared with nondiabetic control rats (open
bars).
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the activation of B2R has never been evoked to account for the
antioxidative effect of ACEI. Clearly, in the present study, the
effect of ACEI is dependent on activation of the B2-kinin
receptor. Although the precise mechanism remains to be elu-
cidated, our report proposes a hypothesis based on an associ-
ation between activation of the B2R and reduction of oxidative
stress. Treatment with ACEI enhanced GPx activity, a well-
established anti-oxidant enzymatic system. Moreover, the
ACEI-induced increase in GPx activity is significantly blunted
by coadministration of the B2R antagonist. Such stimulation or
protection of anti-oxidant systems by ACEI inhibitors has been
previously documented in various tissues in aging mice and
rats (9, 11, 13), in hemodialysis patients (10), and in diabetic
rats (12).
How can BK reduce oxidative stress? Activation of B2R
results in the formation of nitric oxide (NO), a potent scaven-
ger molecule, which could reduce the accumulation of ROS.
However, such a combination of NO and ROS will, in turn,
result in a fall in NO availability which may end up in an
elevation of BP (51) not observed in our study. We also
recently demonstrated that B2R knockout mice exhibit a re-
duced glomerular capillary surface area and reduced urinary
excretion of NO, indicating a tonic effect of B2R in the control
of glomerular morphology (57). Finally, a direct effect of BK
reducing the oxidative state of rats with acute hyperglycemia
(47) has also been reported but to our knowledge no precise
mechanism has been demonstrated.
A second interesting observation in our experiment is that
ACEI-induced reduction of albuminuria is also mediated by
activation of the B2R. Until now, only one study has suggested
the involvement of BK in the antiproteinuric effect of ACEI in
DN (65), whereas absence of B2R is associated with higher
microalbuminuria in diabetes mice (34). It has been demon-
strated that DN is markedly enhanced in mice expressing high
ACE activity, a situation associated with low levels of kinin
and thereby low B2R activation (29). Similar observations
have been reported in mice lacking the B2R (34). We also
showed that renal fibrosis is increased in B2R null mice in
response to unilateral obstruction (58). These three recent
reports indicate that absence of B2R worsen DN, thereby
suggesting that BK, through activation of the B2R, could exert
potent nephroprotective effects. Several BK-dependent mech-
anisms could account for a reduction of albuminuria. First, it
could be through a hemodynamic effect leading to reduction of
filtration pressure. It has been reported (34) that induction of
diabetes in mice lacking the B2R is associated with increased
nephrin and megsin expressions and thereby glomerular hy-
pertrophy. Therefore, BK could protect the steady expression
of glomerular proteins such as nephrin, an essential component
of the slit diaphragms necessary to maintain selective glomer-
ular filtration, and megsin an inhibitor of matrix protein deg-
radation. Expression of nephrin is increased in early stages of
DN and favors loss of functional podocytes. Increasing the
level of megsin, an inhibitor of matrix protein degradation, will
result in extracellular matrix accumulation.
Whereas the role of the B2R has been poorly studied, the
changes in the kallikrein-kinin system (KKS) have been ex-
tensively investigated during diabetes, both in humans and in
rats. Initial works suggested that renal KKS function is abnor-
mal during diabetes mellitus in patients, an effect related to
poor glycemic control (43). Later on, regulation of the renal
KKS was extensively investigated in STZ diabetic rats. We
found that, whereas B2R renal expression remains stable dur-
ing diabetes in our model, renal cortex tissue kallikrein activity
decreases. This observation is consistent with the fact that in
severely hyperglycemic diabetic animals, urinary excretion of
kallikrein is reduced, a phenomenon that worsens with time
(44). As a consequence, one could predict that during diabetes,
renal kinin production in the cortex will be decreased, what we
actually documented in renal cortex extract. The observation
that tissue kinin content is increased by ACEI is explained by
a decrease in kinin degradation rather by an increase in kinin
synthesis since we found that ACEI had no effect of tissue
kallikrein activity. It was then further suggested that insulin
treatment modulates renal kallikrein production, activation,
and secretion (31). Several other works from the same group
put forward the hypothesis that increased renal production of
kinins contributes to diabetes-induced glomerular hyperfiltra-
tion (32). More recently, the same group suggested that BK
could promote glomerular injury in diabetes (63), an hypoth-
esis which at first could appear opposite to our results but also
to those observed in B2R knockout mice (34). However, the
conclusion that BK can promote glomerular injury in diabetes
was established on the fact that TGF-1 mRNA, TGF- RII,
CTGF, and B2R expression and levels in renal cortex of
diabetic rats increased simultaneously. However, this observa-
tion does not establish any causal relationships between these
changes. To achieve this point, it should have been interesting
to assess the effect of B2R blockade on TGF-1 mRNA,
TGF- RII, and CTGF. Our present work adds new informa-
tion indicating that B2-kinin receptor can also exert beneficial
effects during the course of DN. We established that a large
part of the effects of ACEI, both on the reduction of growth
factor receptor expression and signaling but also on albumin-
uria, is mediated via activation of the B2R receptor because 1)
specific pharmacological inhibition of the B2R reduces the
effects of ACEI and 2) ACEI largely restored BK generation in
cortical tissue. One may question why 50 to 75% restoration of
renal cortical BK content during ACEI could be enough to
achieve effects similar to those observed normally in rats. In
fact, since ACEI clearly blocks ANG II generation, the bene-
ficial action of BK is no longer counterbalanced by the dele-
terious effects of ANG II. Thus it can be hypothesized that less
BK could achieve similar effects to those observed in normal
animals with intact ANG II formation capability.
With respect to the beneficial effects of the KKS, it has also
been shown that diabetes suppresses kallikrein and renin
mRNA gene expression and that these abnormalities are re-
versed by insulin or IGF-I (33). More recently, the role of the
KKS in the physiopathological mechanism of diabetic compli-
cations, either nephropathy or cardiomyopathy, has been revis-
ited and new direct mechanisms have been suggested. In this
context, BK has been found to be involved in the antiprotein-
uric effect of ACE inhibition (64).
Finally, kallikrein gene delivery in the rat (48, 60) protects
against experimental diabetic cardiopathy. Besides the cardio-
protective effect of kinins, the hypothesis of a nephroprotective
action of BK via activation of the B2R is also emerging from
several works also discussed in this paper. It has been reported
that B9972, a new B2R agonist, demonstrates the capacity to
reduce both severe pulmonary hypertension and right ventric-
ular hypertrophy but can also induce apoptosis of hyperprolif-
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erative cells in precapillary pulmonary arterioles (64). Finally,
it has been very recently shown (4) that kinin infusion prevents
renal inflammation, apoptosis, and fibrosis via inhibition of
oxidative stress and mitogen-activated protein kinase activity
in high salt-induced renal lesion in rats.
In summary, we describe a new chronic and potentially
beneficial effect of ACEI resulting in the inhibition of glomer-
ular expression of some growth factor receptors and their
signaling during the early steps of type 1 diabetes. A critical
observation is that almost all the benefits of ACEI are blunted
by concomitant and specific B2R blockage. Thus it is likely
that BK mediates these effects through B2R activation. The
potential protective role of B2-kinin receptor activation during
diabetes has been recently reviewed (8) and it is suggested that
B2R-specific agonists now merit consideration as a possible
new therapeutic approach to protect against DN, an idea
consistent with the works of different groups and not solely
those involved in the field of DN. The present work suggests that
the protective mechanism of B2R activation could be partly
mediated by the stimulation of antioxidant defense and by main-
taining steady expression of glomerular structural proteins. More-
over, downregulation of several deleterious growth factor path-
ways is also dependant on B2R activation. These observations and
our results finally strengthen the concept of developing B2R
agonists to protect the kidney during diabetes and support the
evaluation of the renoprotective effect of B2R activation during
diabetes, using a specific agonist, independently of ACEI block-
ade.
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Bule´on M, Allard J, Jaafar A, Praddaude F, Dickson Z, Ranera
M-T, Pecher C, Girolami J-P, Tack I. Pharmacological blockade of
B2-kinin receptor reduces renal protective effect of angiotensin-
converting enzyme inhibition in db/db mice model. Am J Physiol
Renal Physiol 294: F1249–F1256, 2008. First published March 26,
2008; doi:10.1152/ajprenal.00501.2007.—Diabetic nephropathy (DN)
can be delayed by the use of angiotensin-converting enzyme inhibitors
(ACEi). The mechanisms of ACEi renal protection are not univocal.
To investigate the impact of bradykinin B2 receptor (B2R) activation
during ACE inhibition, type II diabetic mice (C57BLKS db/db)
received for 20 wk: 1) ACEi (ramipril) alone, 2) ACEi HOE-140 (a
specific B2R antagonist), 3) HOE-140 alone, or 4) no treatment. The
development of DN, defined by an increase in albuminuria and
glomerulosclerosis, was largely prevented by ACEi treatment (albu-
minuria: 980  130 vs. 2,160  330 mg/g creatinine; mesangial area:
22.5  0.5 vs. 27.6  0.3%). The protective effect of ramipril was
markedly attenuated by B2R blockade (albuminuria: 2,790  680
mg/g creatinine; mesangial area: 30.4  1.1%), whereas HOE-140
alone significantly increased albuminuria. Despite such benefits, glo-
merular filtration rate remained unchanged, probably because of the
combination of the hypotensive effect of diabetes in this model and
the renal hemodynamic action of ramipril. Finally, the renal protective
effect of ACEi was associated with a marked decrease in glomerular
overexpression of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and transform-
ing growth factor- pathways, but also in advanced glycation end
product receptors and lipid peroxidation assessed by 4-hydroxy-2-
nonenal (4-HNE) adducts. Concomitant blockade of B2R partly re-
stored glomerular overexpression of IGF-1 receptor  and 4-HNE
complexes. These results support the critical role of B2R activation in
the mediation of ACEi renal protection against DN and provide the
rationale to examine the benefit of B2R activation by itself as a new
therapeutic approach for DN.
angiotensin-converting enzyme inhibitors; bradykinin; glomerulopathy
DIABETIC NEPHROPATHY (DN) is a major complication associated
with the progression of both type 1 and type 2 diabetes.
Optimization of glycemic control helps to reduce its onset.
However, despite such efforts, DN is present in more than 40%
of patients in both types of diabetes after 25 years of evolution
(20). In type 2 diabetes, the future appears even worse, since
the prevalence of the disease is still growing and the faint hope
of reaching euglycemia is far less than in type 1 diabetes. For
these reasons the research of new therapeutic strategies to
protect against the development of DN is essential. Until now,
the blockade of the renin angiotensin system, mainly with
angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEi) but also with
antagonists of the AT1 receptor for angiotensin II, was the only
efficient treatment able to slow down the progression of DN
(12, 25). It is usually considered that both families of drugs act
through either inhibition of angiotensin II generation or block-
ade of its receptor (30, 31). Indeed, angiotensin II is a potent
vasoconstrictor that promotes the synthesis of the highly fi-
brotic cytokine transforming growth factor- (TGF-) and
stimulates the production of reactive oxygen species (8), lead-
ing to a globally profibrotic effect. However, some works
suggest that this might not be their only mechanism of action.
Indeed, in addition to the blockade of angiotensin II synthesis,
ACEi also inhibit degradation of bradykinin (BK) by the ACE.
As a result, bradykinin bioavailability increases, enabling the
activation of its receptors. BK acts via two distinct G protein-
coupled receptors named B1-kinin (B1R) and B2-kinin recep-
tors (B2R). (11). Activation of the B2R induces powerful
physiological actions that, on the whole, oppose those of
angiotensin II. This raises the question of a potential direct
renal protective effect of BK during ACEi treatment (11, 14).
Most of the recent data obtained with genetically modified
mice sustain such a hypothesis. Diabetic nephropathy is mark-
edly enhanced in mice lacking the B2R (23) and in mice with
genetically increased angiotensin I-converting enzyme expres-
sion (22), where B2R activation by endogenous kinin is abol-
ished, suggesting that this receptor is involved in the renal
protective effect of BK during DN. As further support of this
hypothesis, our group has shown that in vivo, B2R activation
reduces renal fibrosis following unilateral ureteral obstruction
in mice, an effect associated with increased matrix degradation
and increased synthesis of plasminogen activators (34). We
also recently observed that in a model of streptozotocin (STZ)-
induced diabetes in rats, the blockade of B2R blunted the
beneficial effect of ACEi treatment on albuminuria (2). In
contrast, a recent publication has provided contradictory infor-
mation suggesting that B2R knockout in mice protects against
the development of diabetic nephropathy (40). Thus it appears
critical 1) to establish the contribution of B2R activation in the
renal protective action of ACEi treatment during diabetic
nephropathy and 2) to clarify the pathophysiological mecha-
nisms affected.
The aim of the present study was to investigate, using the
db/db mouse model of type 2 diabetes, the consequences of the
chronic blockade of B2R during ACEi treatment of diabetic
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nephropathy. To achieve this goal, diabetic mice received
treatment with ramipril, a molecule that has shown its efficacy
in this circumstance (2, 29), either alone or in association with
HOE-140, a specific and poorly reversible B2R antagonist
(43). The consequences of this treatment on the development
of DN (i.e., albuminuria, renal failure, and glomerulosclerosis)
and on some of the main pathogenic mechanisms of diabetic
glomerulopathy were studied after 20 wk of treatment. We
found that the pharmacological blockade of the B2R markedly
reduces the renal protective action of ACEi in this model of
diabetic nephropathy. Furthermore, some of the crossover
signaling pathways between B2R and ACEi renal protective
effects were identified.
METHODS
Animal model. Obese diabetic C57BLKS db/db mice and hetero-
zygote C57BLKS db/m mice were purchased from the Jackson Lab-
oratories and kept in a temperature-controlled room on a 12:12-h
light-dark cycle. To avoid a sex-related discrepancy in the results,
only female mice were used. Animals were allowed free access to
standard diet and tap water. Experiments were performed using
7-wk-old mice randomly assigned to four groups: either 1) untreated,
or treated for 20 wk with 2) ACEi (ramipril, Aventis Pharma Ger-
many; 1 mg kg1 day1 in drinking water), 3) ACEi and B2R
selective antagonist HOE-140 (Icatibant HOE-140, Aventis Pharma
Germany; 250 g kg1 48 h1 subcutaneously), or 4) HOE-140
alone (250 g kg1 48 h1 subcutaneously). This dose was able to
prevent the hypotensive effect of a single 100-l intravenous bolus of
2  105 M BK (see RESULTS). Based on pilot experiments, this
protocol of administration avoided the implantation of minipumps in
these diabetic and obese mice, which are sensitive to infections and
healing complications. In each group, age-matched heterozygote
C57BLKS db/m mice were used as nondiabetic controls. Every other
week, the mice were weighed and blood samples were collected from
the tail in 12-h fasted mice to measure glucose concentration using
Glucose RTU (BioMe´rieux, France). The mice were placed in meta-
bolic cages to collect 24-h urine, and urinary albumin excretion was
determined with a specific ELISA (Bethyl). Renal function, histology,
and glomerular protein extraction were performed 20 wk later. Serum
fructosamine, an index of glucose exposure, was dosed by a colori-
metric method based on the reduction of nitrotetrazolium blue by
ketoamines. All procedures involving experimental animals were
approved by the French Accreditation of Laboratory Animal Care and
performed in accordance with the guiding principles for animal
research.
Renal function studies. For surgical procedures, mice were anes-
thetized with an intraperitoneal injection of 30 mg/kg of Etomidate
Lipuro (Braun Medical). After tracheotomy, the left jugular vein was
cannulated to perfuse inulin, and the left femoral artery was cannu-
lated to monitor arterial blood pressure and to obtain blood samples.
Urine was collected through an intravesical catheter. After surgery,
mice were allowed to recover for 30 min. Renal function was
evaluated for a 60-min clearance period. Glomerular filtration rate
(GFR) was assessed by inulin clearance and expressed per gram of
kidney weight. At the end of the study, a catheter was introduced into
the abdominal aorta. The left kidney was excised and weighed. The
right kidney was washed with 10 ml of PBS, fixed by an infusion of
10 ml of 10% formalin (pH 7.40), removed, and stored in formalin.
Glomerular histology and morphology. Formalin-fixed right kid-
neys were embedded in methyl methacrylate. Sections of 3-m
thickness were stained with periodic acid Schiff (PAS). Pictures were
captured using a digital camera Nikon D1 (Nikon, Japan) connected to
a light microscope. For each animal, pictures from 50 randomly
chosen glomeruli were taken at magnification 400 and analyzed
using Photoshop software (Adobe System, San Jose, CA) and a public
domain NIH Image program (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).
Briefly, the total cortical area was examined. A total of 50 glomerular
images were randomly recorded by moving the slide from the outer to
the inner cortex to obtain noncrossing sample fields. Images were
processed using Photoshop software. Glomerular tufts (including all
the cellular and interstitial components of the glomerulus, including
podocytes and capillaries) were encircled, and the enclosed area was
copied to create a new picture (5). The number of pixels (independent
of their individual density) of this picture gave the surface area density
of the tuft. According to DeHoff’s equation for the measurement of
spheroids of differing size, the harmonic mean of glomerular areas
(Svm) was used to calculate the mean glomerular volume (GlmVm)
for each animal, using the formula GlmVm  4/3(Svm)(3/2). From
the glomerular picture, the entire amount of PAS-positive material,
except for the peripheral basement membranes, was selected automat-
ically using the properties of color recognition of the software and was
manually completed by the inclusion of nuclei. The number of pixels
in this area was considered to represent the mesangial area (i.e.,
mesangial cells and extracellular matrix areas) and was expressed as
a fraction of the tuft surface area (5).
Glomerular isolation by magnetic sorting. Colloidal iron oxide
suspension was prepared as described by Cook and Pickering (9) for
rabbits and modified in our laboratory. Briefly, mice from the different
experimental groups described above were anesthetized by intraperi-
toneal injection of 150 mg/kg Inactin. Ten milliliters of colloidal iron
oxide suspension were injected through the abdominal aorta following
a 10-ml PBS rinse. Kidneys were removed, and renal cortex was
sliced and pressed through a 125-m2 graded sieve. The glomeruli
were then magnetized and washed three times in PBS to obtain a 93%
purity suspension. Proteins were extracted using a lysis buffer [10%
glycerol, 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 10 mM sodium pyrophosphate,
10 mM sodium fluoride, 2 mM sodium orthovanadate, 3 mM EDTA,
10 g/ml aprotinin, 1.5 M benzamidine, 50 M PMSF, 10 g/ml
leupeptin, 1% phosphatase inhibitor cocktail 2 (Sigma), and 1%
Triton X-100] added to the last sediment of glomeruli. All procedures
were performed at 4°C. The suspension of glomeruli was sonicated for
1 min and centrifuged (15,000 rpm for 45 min at 4°C). The superna-
tant was stored at 80°C until Western blot analysis was performed.
Protein concentration was determined using a colorimetric method
(Bio-Rad DC protein assay).
Western blot analysis. Proteins (20–25 g) were separated by
electrophoresis in polyacrylamide gels (NuPage 4–12% Bis-Tris pre-
cast gels; Invitrogen) and electrophoretically transferred to nitrocel-
lulose membranes (Hybond-ECL; Amersham). After 1-h incubation at
room temperature in Tris-buffered saline, 5% milk, or 1% milk plus
1% BSA and 0.05% Tween-20, the blots were exposed to antibodies
recognizing either insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R),
insulin receptor substrate-1 (IRS-1), ERK1/2, phospho-ERK1/2, AGE
receptor (RAGE), TGF- type II receptor (TGF-RII), B2R, and
4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) for 1 night at 4°C. The primary anti-
bodies were revealed using the corresponding rabbit or donkey per-
oxidase-conjugated secondary antibodies for 1 h at room temperature.
Peroxidase activity was detected using a chemiluminescence substrate
(Super Signal West Pico chemiluminescence substrate; Pierce) and
Kodak Biomax Light film. Primary and secondary antibodies were all
purchased from Santa Cruz Biotechnology, except for anti-RAGE
(Chemicon International), anti-B2R (BD Transduction Laboratory),
and anti--actin (Sigma).
Statistical analysis. Since the number of animals did not always
allow us to assume a Gaussian distribution, comparisons among
experimental groups were performed using the nonparametric
Kruskal-Wallis test. When this test indicated a significant difference,
a post hoc test (Dunn’s multiple comparison test) was performed
using GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software). P  0.05 was
considered statistically significant.
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Efficiency of B2R blockade in vivo. The first step was to
determine the time course of HOE-140 administration that
allowed in vivo blockade of B2 receptors. The efficiency of
this treatment with the B2R antagonist was studied by blood
pressure responsiveness to an intravenous bolus of BK (2 
105 M, 100 l). In db/db mice treated with HOE-140 alone at
the dose of 250 g kg1 48 h1 for 1 wk, the hypotensive
response to BK was almost completely blunted (Fig. 1). The
maximum decrease of mean arterial blood pressure (MABP)
following the bolus of BK was 36.0  13.4 mmHg (n  6) for
control db/db mice and 13.3  7.0 mmHg for db/db mice
treated with HOE-140 (n 5, P 0.05). In HOE-treated mice,
BK induced a transient hypertensive effect that may result from
the consequences of prolonged B2R blockade of vasoconstric-
tor tone.
General characteristics. The characteristics of the five groups
of mice at the end of the experimental period are presented in
Table 1. The body and kidneys of db/db mice were signifi-
cantly heavier (P  0.05) than those of db/m mice. All the
db/db mice showed substantial hyperglycemia (P 0.001) and
a significant increase in the fructosamine level (P  0.05)
compared with db/m mice. Treatment with ACEi had no effect
on the increases in body and kidney weight or on blood glucose
and fructosamine levels at the end of the experimental period.
MABP in db/db mice was significantly (P  0.05) decreased
compared with nondiabetic db/m mice, MABP was slightly but
significantly (P  0.05) lower in ACEi-treated mice than in
untreated diabetic mice. This effect of ACEi was completely
reversed in the presence of HOE-140.
Urinary albumin excretion. As shown in Fig. 2A, urinary
albumin excretion at the end of the study was significantly
higher in db/db mice than in db/m mice. ACEi treatment
prevented this increase, and coadministration of HOE-140
blunted the benefit of ACEi on urinary albumin excretion.
Unexpectedly, db/db mice that received HOE-140 alone ex-
hibited a significant increase in urinary albumin excretion
compared with untreated db/db mice.
Glomerular filtration. In diabetic db/db untreated mice, GFR
was significantly (P  0.05) lower than in the nondiabetic
db/m mice (Fig. 2B). GFR was not significantly different
among the three groups of db/db mice despite a tendency to be
slightly higher in ACEi HOE-140-treated mice.
Glomerular histology and morphology. As illustrated in Fig. 3,
all db/db mice presented a significant increase in glomerular
volume (P 0.001) compared with the nondiabetic db/m mice.
Treatment with ACEi, the B2R antagonist alone, or both drugs
failed to induce any significant changes in glomerular volume.
Glomerulosclerosis was assessed by the determination of mes-
angial volume. In db/db control mice, mesangial volume was
significantly higher (P  0.05) than in the nondiabetic db/m
mice. Interestingly, treatment with ACEi significantly pre-
vented (P  0.05) this increase in mesangial volume, leading
to a volume similar to that of the nondiabetic mice. Concom-
itant treatment with HOE-140 abolished (P  0.01) the effect
of ACEi treatment, whereas HOE-140 alone had no significant
effect on mesangial expansion.
Glomerular protein expression. The B2R was spontaneously
expressed in the glomeruli of both db/m and db/db mice (Fig. 4A).
Although the statistical difference was not significant, B2R
tended to increase in diabetic mice and remained closer to that
of the db/m group in the glomeruli of animals treated with
ACEi alone or with HOE-140 (Fig. 4A). Glomerular protein
expression of IGF-1R, IRS-1, RAGE, and TGF-RII were
increased in diabetic db/db mice compared with nondiabetic
db/m mice (Fig. 4, B, C, E, and F). Treatment with ACEi
reduced overexpression of all these signaling proteins, partic-
ularly for TGF-RII. The changes associated with ACEi treat-
ment on IGF-1R expression were attenuated by coadminis-
tration of HOE-140. Although diabetes had no significant
impact on total ERK1/2 glomerular expression, activated forms
of these MAP kinases, assessed by the expression of their
tyrosine phosphorylated forms, were strongly increased in
diabetes (Fig. 4D). The band corresponding in particular to
phospho-ERK1 was reduced when db/db mice were treated
with ACEi alone or in combination with HOE-140. Figure 4G
shows glomerular expression of 4-HNE adducts, an index of
protein peroxidation. Formation of 4-HNE occurs endog-
enously during lipid peroxidation of polyunsaturated fatty
acids that can act as a “toxic second mediator” exhibiting a
wide range of biological activities. Compared with the pattern
observed in db/m mice, 4-HNE-protein conjugates were sig-
nificantly increased in db/db C mice, showing major bands at
250, 100, 75, 70, and 45 kDa. In the diabetic ACEi-treated
group, the 4-HNE-protein profile was noticeably modified,
especially the 100- and 70-kDa bands. These bands were
suppressed, exhibiting a pattern very close to that of nondia-
betic db/m mice, except for a more pronounced accumulation
of 4-HNE on the same proteins. Interestingly, this restoration
of a near-normal glomerular pattern of 4-HNE-protein conju-
gates was partly prevented when HOE-140 was coadministered
with ACEi, thus going back to a profile close to that of diabetic
mice untreated or treated with HOE-140 alone (not shown).
Fig. 1. Effect of B2-kinin receptor (B2R) blockade by HOE-140 on the acute
hypotensive effect of bradykinin (BK). Db/db mice were treated with a
subcutaneous injection of HOE-140 (250 g  kg1  48 h1), mean arterial
blood pressure was measured 48 h after the last injection with HOE-40.
Control db/db mice (n  6) and db/db mice treated by HOE-140 (n  5)
received an intravenous bolus of 100 l of saline followed by 2 boluses of BK
(2  105 M, 100 l), and mean arterial blood pressure was measured
intrafemorally.
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Until now, the most efficient approach delaying the progres-
sion of DN relied on the blockade of the renin angiotensin
system, particularly with ACE inhibitors. This pharmacologi-
cal strategy is multifaceted, since it includes control of blood
pressure, decrease in proteinuria, inhibition of fibrosing cyto-
kines, vasopeptidase inhibition, and oxidative stress modula-
tion. Which of these events occurs first and is the most
important remains an unanswered question. It also creates a
space for optimization of the therapeutic approach of blocking
or even reversing diabetic nephropathy. The dual action of
ACEi, namely, angiotensin II synthesis inhibition and BK
degradation prevention, already leads to unanswered questions
about the mechanism(s) of their renal protective effect. As
recently reviewed (11, 14), BK by itself exerts some renal
protective effects that involve activation of the type 2 receptor
(B2R). Two of the most convincing arguments are that 1) B2R
knockout in mice is associated with the worsening of renal
lesions in various models of nephropathy, including DN (23,
33), and 2) direct B2R activation using kinin infusion prevents
renal inflammation and glomerulosclerosis via inhibition of
oxidative stress in Dahl salt-sensitive rat (7). In a recent study
(2), we observed that the blockade of the B2R in a model of
STZ-induced diabetes in rats blunted the beneficial effects of
ACEi treatment on urinary albumin excretion. However, an-
other recent publication (40) provides a contradictory conclu-
sion regarding the protective action of B2R activation in
diabetes, thus reopening the debate on this critical point. In this
study, B2R/ knockout mice were protected against the
increase in urinary albumin excretion and glomerular lesions
resulting from STZ-induced diabetes. This discrepancy could
be explained by the fact that, compared with B2R/ animals,
B2R/ mice also exhibit spontaneous upregulation of the
B1R (15) that was even reinforced by diabetes. This is the
reason why we chose the pharmacological blockade of the B2R
rather than its genetic knockout model. Furthermore, we fo-
cused on the renal effects of direct inhibition of the B2R in
db/db mice, a model of spontaneous type 2 diabetes that
exhibits delayed glomerulosclerosis far closer to the human
disease than the rapidly evolving nephropathy observed in the
acutely catabolic STZ-induced type 1 diabetes. Finally, in the
report by Tan et al. (40), the lack of the B2R during diabetes
was rather protective. Such a result is in contradiction with
those of Smithies’s group and many others (7, 22, 23, 27) and
with the present study, in which blockade of the B2R induced
some deleterious effects such as increased albuminuria. How-
ever, when the B2R was recruited by ACEi treatment, it then
led to a marked protective effect against glomerulosclerosis.
This suggests that there is a tonic and protective activation of
the B2R in DN that is significantly enhanced by ACEi-treat-
ment. Tan et al. were not able to study this effect, since their
mice did not express the B2R. The concomitant involvement of
the B1R cannot be ruled out even if its role in DN remains
uncertain. Expression of the B1R has been reported to be
increased in various tissues of diabetic models but has not yet
been reported in db/db mice. A recent study (1) investigated
the expression of the B1R in ob/ob obese diabetic mice, a
model close to the db/db model. Although the expression of the
B1R in the kidney was not shown, the overall expression of the
B1R in other tissues was much weaker than that of the B2R,
Fig. 2. Urinary albumin excretion (mg albumin/g creatinine; A) and glomer-
ular filtration rate (GFR; l  min1  g kidney1; B) measured in nondiabetic
control db/m mice (dbm C; n  12), diabetic control mice (dbdb C; n  8),
diabetic db/db mice treated with angiotensin-converting enzyme inhibitors
(dbdb ACEi; n  9), diabetic db/db mice treated with ACEi and B2R
antagonist HOE-140 (dbdb ACEi/HOE; n  12), and diabetic db/db mice
treated with HOE-140 alone (dbdb HOE; n  8). Values are means  SE.
*P  0.05; **P  0.01 (pairwise comparison of the groups).
Table 1. Characteristics of experimental groups of mice
db/m C db/db C db/db ACEi db/db ACEiHOE db/db HOE
Body weight, g 29.11.5 39.02.9a 37.73.8a 41.92.1b 50.83.6b
Kidney weight, mg 30521 40126a 3898a 41216b 41620b
Blood glucose, g/l 2.050.11 9.640.83c 8.550.71c 8.100.44c 7.690.62b
Fructosamine, mol/l 2118 28016b 30624b 27915b 28212b
Blood pressure, mmHg 89.93.3 78.02.0b 64.82.9c,d 78.83.4a,e 74.72.6b
Values are means  SE. db/m C, nondiabetic control db/m mice; db/db C, diabetic control mice; db/db ACEi, diabetic db/db mice treated with
angiotensin-converting enzyme inhibitors; db/db ACEiHOE, diabetic db/db mice treated with ACEi and B2R antagonist HOE-140; db/db HOE, diabetic db/db
mice treated with HOE-140 alone. aP  0.05; bP  0.01; cP  0.001 vs. db/m C. dP  0.05 vs. db/db C. eP  0.05 vs. db/db ACEi. When results were not
significant for any comparison, no symbol was added.
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which is consistent with some of our preliminary results
(Bule´on M, personnel communication; not shown). However,
because B2R blockade demonstrated very significant effects
compared with those of ACEi, we focused in this study on the
role of the B2R only.
The reduction of glomerulosclerosis by ACEi has been well
demonstrated by several independent groups (4, 37). However,
until now, most of the conclusions suggested that ACEi acts
via suppression of angiotensin II generation, tending to dis-
prove any noticeable role for BK. Using a model of STZ-
induced diabetes in rats, Allen et al. (3) showed that HOE-140
treatment had no effect on albuminuria or glomerulosclerosis
in ACEi -treated animals. In contrast, we found that direct B2R
blockade severely reduced the protective effect of ACEi on
morphological renal changes, which strongly supports the
critical involvement of the BK pathway. One difference could
well be reduced intrarenal ACE activity associated with high
ACE2 expression in db/db mice (45). Another possible differ-
ence is that B2R glomerular expression tends to increase in
db/db mice (Fig. 4), leading to an increased sensitivity to BK.
ACEi exert important systemic and renal hemodynamic ef-
fects. The decrease in systemic blood pressure (Table 1), which
is believed to partly mediate the renal protective effect of ACEi
(10), is completely prevented by concomitant HOE-140 treat-
ment in our model. A critical difference between the db/db
model and human type 2 diabetes is that the former develops a
decrease in blood pressure, whereas the latter is commonly
associated with hypertension. The low blood pressure observed
in db/db mice could be explained by the low ACE activity and
increased ACE2 expression (45). Such a pattern results in low
angiotensin II availability, possibly associated with angiotensin
1–7 generation and thereby with B2R activation (35, 41).
Although this increased sensitivity of db/db mice to BK has not
been investigated per se, this point is consistent with 1) the
lower MABP of db/db mice, 2) the correction of the ACEi
hypotensive effect by HOE, and 3) the effect of HOE alone,
especially on microalbuminuria. This difference could explain
the prominent impact of BK during ACEi treatment in our
model, whereas the role of angiotensin II in its human coun-
terpart is probably more prominent.
Another difference between humans and db/db mice is the
apparent lack of improvement of the GFR in anesthetized
animals under the influence of ACEi. It is likely that the
hypersensitivity of db/db mice to BK accounts for such a
result, comparable in a way to the temporary worsening of
chronic renal failure in some patients after the introduction of
ACEi (19).
Our study provides more information regarding the mecha-
nisms of the renoprotective effect of B2R activation during
ACEi treatment. In addition to its beneficial effect on the
diabetic kidney structure, certain critical signaling pathways
involved in the pathophysiology of DN are also affected. On
the basis of previous results (2, 6, 26, 27, 36), B2R activation
could contribute to the reduction of growth factor/cytokine
glomerular pathways recruitment and a reduction of oxidative
stress indexes. It is beyond the scope of this report to review
the involvement of these numerous factors in the pathogenesis
of DN. On the basis of a previous study (2), we chose to focus
on IGF-1, TGF-, and RAGE pathways, whose contributions
to DN appear to be modulated by B2R activation. The role of
the renal IGF-1 pathway during the early phase of DN has been
suggested (16, 21, 39). More recently, TGF- has emerged as
a major deleterious cytokine that largely contributes to the
progression of DN, since long-term prevention of mesangial
Fig. 3. Pathological changes in the kidneys of the experimental groups. A: representative photomicrographs (magnification 400) of periodic acid Schiff
(PAS)-stained kidney sections. The glomeruli of db/db mice treated with HOE are not shown, since they were similar to those of control db/db mice.
B: quantitative analysis of the histomorphological parameters mean glomerular volume (B1) and relative mesangial volume (B2) measured in dbm C (n  6),
dbdb C (n  6), dbdb ACEi (n  6), dbdb ACEi/HOE (n  60), and dbdb HOE (n  6). Values are means  SE. ns, Nonsignificant. *P  0.05; **P  0.01;
***P  0.001 (pairwise comparison of the groups).
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matrix expansion and renal insufficiency can be achieved by
the administration of a monoclonal anti-TGF- antibody in
db/db diabetic mice (46). Not surprisingly, protein glomerular
expression of IGF-1R, IRS-1, and TGF-RII as well as
ERK1/2 activation were significantly increased in untreated
diabetic mice. ACEi treatment partly prevented the increase in
TGF-RII, IGF-1R, and the activation of ERK1/2 MAP
kinases. The decrease in IRS-1 overexpression could result not
only from a decreased recruitment of IGF-1 pathway but also
from the improvement of insulin sensitivity. In this respect, it
is well documented that ACEi improve insulin resistance (11,
17, 25, 30, 31, 36, 37). As expected, ACEi-treated mice
showed a reduced expression of both IGF-1R and IRS-1.
Furthermore, cotreatment with HOE-140 blunted the beneficial
effect of ACEi treatment regarding IGF-1 receptor expression.
Oxidative stress is a major contributor to the development of
DN. Among the mechanisms that induce an increase in cellular
oxidative stress, the involvement of AGE/RAGE pathway
plays a pivotal role in diabetes, since it is highly stimulated
(32). RAGE-overexpressing mice are partly protected against
DN (44), but conversely, the administration of anti-RAGE
antibodies was able to prevent upregulation of the TGF-
pathway and to attenuate DN (13). It has been shown in vitro
that ACEi stimulate the expression of soluble RAGE and
thereby prevent AGE accumulation in experimental diabetes
(17, 18). In our work, ACEi treatment largely prevented the
upregulation of RAGE glomerular expression, an effect that
appears to be independent of B2 receptor activation. However,
AGE/RAGE is not the only pathway involved in increase
oxidative stress in diabetes. Since one of the final effects of
oxidation can be biochemical modification of proteins, we
chose to focus on the glomerular accumulation of HNE-protein
complexes that reflect lipid peroxidation. HNE-protein com-
plexes are relatively stable molecules that can pass among
subcellular compartments (42) and have the capacity to interact
with many cell proteins and thereby impair their functions. It is
now widely recognized that 4-HNE adducts are major cyto-
toxic products playing a role in the progression of atherogen-
esis (24), ischemic acute renal failure (28), and human diabetic
nephropathy (38). Therefore, controlling 4-HNE adduct accu-
mulation could contribute to renal protection in diabetes. Our
results indicate that in the db/db model as well, 4-HNE adducts
were increased at the glomerular level. Most of these changes
were prevented by ACEi treatment. This benefit was mostly
Fig. 4. A–G, left: representative Western blots of glomerular protein expression of B2R (A), -subunit of insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R; B),
and insulin receptor substrate-1 (IRS-1; C), MAP kinases ERK1 and ERK2 and tyrosine-phosphorylated forms pERK1 and ERK2 (D), transforming growth
factor- type II receptor (TGF-RII; E), AGE receptor (RAGE; F), and 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE; G). A–F, right: densitometric analysis of glomerular
protein expression of B2R (A), IFG-1R (B), IRS-1 (C), pERK (D), TGF-RII (E), and RAGE (F). Values are factored to the total form of ERK for pERK and
to -actin expression for B2R, IGF-1R, IRS-1, TGF-RII, and RAGE. The ratio of control db/m group was used as 100% value. Results are means  SE of
at least 5 separate experiments. *P  0.05; **P  0.01 compared with db/m mice. †P  0.05; ††P  0.01 for the indicated comparison. Group identification
is similar to that of Fig. 3.
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dependent on B2R activation, since the 4-HNE profile almost
returned to that of diabetic untreated mice when HOE-140 was
coadministered with ACEi. This strongly suggests that BK
contributes to protecting against cellular oxidative stress in
diabetes, an observation that fits with previous studies by
ourselves and others (2, 6, 23). Further investigation into the
mechanisms of BK-mediated reduction of oxidative stress in
diabetes is needed.
In conclusion, ACEi (i.e., ramipril) are able to attenuate the
development of diabetic nephropathy in this model of sponta-
neous type 2 diabetes in mice and are associated with a
beneficial impact on several critical glomerular signaling path-
ways such as those involving IGF-1, TGF-, and RAGE but
also oxidative stress. This effect is partly mediated by B2R
activation. Through in vivo B2R blockade, the present study
finally provide a critical but not exclusive contradiction to the
common belief that ACEi renal protective effect is mostly
mediated by their ability to decrease angiotensin II production.
This now provides the rationale to examine whether B2R
activation by itself could represent a new and complementary
therapeutic approach for diabetic nephropathy.
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Actions de néphroprotection au cours de la néphropathie diabétique 
II. ŒSTROGENES ET NEPHROPATHIES 
II.1.1. RECEPTEURS NUCLEAIRES ET FACTEURS DE TRANSCRIPTION 
Deux récepteurs principaux aux œstrogènes ont été décrits. Les récepteurs ERα et ERβ 
appartiennent à la superfamille des récepteurs nucléaires et activent des facteurs de 
transcription. L’interaction du ligand avec son récepteur induit un changement de 
conformation qui permet la dimérisation, l’interaction avec l’ADN, le recrutement de 
protéines corégulatrices ainsi que d’autres facteurs de transcription afin de former un 
complexe de préinitiation de la transcription (308). Ceux-ci sont codés par des gènes distincts 
sur des chromosomes différents (le gène 6q25.1 pour ERα (309), et le gène 14q22-24 pour 
ERβ (310). Ces deux récepteurs présentent une structure et des domaines fonctionnels 
caractéristiques des récepteurs nucléaires. Le site de liaison à l’ADN (DBD pour DNA 
Binding Domain) présente un haut degré d’identité entre ERα et ERβ, leur permettant de lier 
avec la même spécificité et la même affinité l’ERE (Estrogen Responsive Element). De façon 
similaire, le site de liaison du ligand (LBD pour Ligand Binding Domain) est fortement 
conservé entre les deux récepteurs et présente la même affinité pour le 17β-œstradiol. 
Cependant, pour d’autres ligands naturels, les affinités de liaison sont différentes (311, 312). 
Les fonctions de transactivation de ERα et ERβ dépendent de deux zones distinctes qui sont 
dépendantes de ligand : AF-1 situé à l’extrémité N-terminale et AF-2 situé sur l’extrémité C-
terminale dans la zone du LBD (313). Ces facteurs de transactivation contribuent à moduler la 
transcription induite par les œstrogènes. Par exemple, AF-1 est incriminé dans la différence de 
réponse à certains ligands, notamment dans l’effet agoniste partiel du tamoxifène et du 
raloxifène sur ERα, et dans l’effet antagoniste pur de ces mêmes molécules sur ERβ (314). 
Par ailleurs, AF-2 module l’activité de transcription des récepteurs aux œstrogènes en 
recrutant des co-facteurs qui peuvent être soit activateurs soit répresseurs de l’activité du 
récepteur nucléaire. Le recrutement de la plupart des co-facteurs s’effectue grâce à des sites 
riches en leucine (NR-boxes) présents sur de nombreux co-facteurs (315, 316). Ceux–ci 
interagissant avec les histones pour moduler les remaniements de chromatine nécessaires à la 
transcription (317). Enfin plusieurs isoformes de ERα et ERβ (qui ne seront pas détaillées ici) 
ont été décrites, rajoutant un degré supplémentaire de complexité aux actions génomiques des 
œstrogènes.  
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II.1.2. RECEPTEURS MEMBRANAIRES 
A côté des effets génomiques induits par les œstrogènes, l’E2 est capable d’interagir 
avec des récepteurs membranaires qui conduisent à des activations rapides. L’existence de ces 
récepteurs membranaires a été identifiée depuis une quinzaine d’années (318, 319), cependant 
leur caractérisation est plus récente. Le récepteur ERα peut être décliné en différentes formes 
notamment dans une forme amputée de l’extrémité N-terminale (AF-1) appelée ER46. La 
fonction de ce récepteur a été découverte lors de la comparaison de deux types de souris 
invalidées pour l’ERα (ERαKO). Un premier modèle de souris ERαKO laissait persister la 
forme ER46 (320-322) tandis que le second modèle permettait d’obtenir une complète 
délétion de l’ERα (323) et ainsi la perte des capacités de ré-endothélialisation contrairement 
au modèle de délétion incomplète de l’ERα. Par la suite, il a été montré que l’ERα et l’ER46 
peuvent être situés sur la membrane plasmique et co-localisent notamment avec la NO 
synthase endothéliale (eNOS), permettant ainsi son activation rapide. Pour ces effets 
membranaires, c’est l’ER46 qui est prédominant contrairement aux réponses génomiques de 
l’E2 qui dépendent avant tout de l’ERα (324, 325). L’ER46 n’a été retrouvé actuellement 
qu’au niveau de la cellule endothéliale (325). A notre connaissance, la recherche d’une 
présence éventuelle de l’ER46 dans les cellules rénales n’a pas été investiguée. 
Enfin, parmi les autres récepteurs membranaires suspectés pour interagir avec les 
œstrogènes, le récepteur transmembranaire à 7 domaines GPR30 est localisé uniquement à la 
surface du réticulum endoplasmique (326). Son activation par les  œstrogènes est responsable 
de la mobilisation intracellulaire de calcium et la synthèse d’IP3 (inositol triphosphates). Ce 
type de récepteur fait l’objet de nombreuses recherches dans le domaine du cancer (327). 
Cependant, ces récepteurs membranaires des œstrogènes font aussi l’objet d’efforts de 
recherche importants en pathologie cardiovasculaire (328-330). 
II.1.3. AUTRES EFFETS ER-INDEPENDANTS DES ŒSTROGENES 
Comme mentionné dans le paragraphe « mécanismes d’action de l’E2 dans le rein »,  
certains métabolites actifs de l’E2 (notamment le 2-hydroxyestradiol et le 2-methoxyestradiol) 
seraient responsables d’une partie des effets néphroprotecteurs des œstrogènes. Au cours de la 
ND, ils participent au contrôle du poids corporel des animaux diabétiques et probablement à 
certains effets néphroprotecteurs (331). Le 2-methoxyestradiol serait le plus efficace pour 
réduire les altérations rénales et vasculaires notamment par la diminution de la prolifération 
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cellulaire et l’accumulation de matrice extracellulaire (332) de façon indépendante de l’ERα 
(333). Enfin, ces métabolites justifient les efforts de recherche dans différents cancers (334) 
puisqu’ils ont d’importants effets anti-angiogéniques. Dans ce cadre, le ENMD-1198, 
analogue du 2-methoxyestradiol qui fait l’objet de recherches dans le traitement du myélome 
multiple et du cancer de la prostate (335), pourrait représenter une alternative thérapeutique 
aux œstrogènes et aux SERMs dans le domaine de la néphroprotection. 
 
II.2. MECANISMES DU ROLE NEPHROPROTECTEUR POTENTIEL DES 
ŒSTROGENES 
II.2.1. LOCALISATION DANS LES CELLULES RENALES 
II.2.1.1. LOCALISATION DES RECEPTEURS AUX ŒSTROGENES 
Dès les années 70, des récepteurs aux œstrogènes ont été identifiés dans le cytosol 
d’homogénats de rein de rats (336) bien avant la caractérisation génique de l’ERα (309) et de 
l’ERβ (310). Cependant, la localisation cellulaire de ces deux récepteurs est plus délicate. En 
effet, des techniques d’immunohistochimie, chez l’humain, montrent essentiellement une 
présence d’ERβ dans le rein adulte, mais échouent à identifier la présence d’ERα (337). Dans 
le rein fœtal humain, cette même technique ne détecte aucun des deux récepteurs, mais la 
recherche de mRNA est positive avec une nette prédominance pour l’ERβ (338). 
En revanche, chez la souris mâle ou femelle, les récepteurs aux œstrogènes (ERs) sont 
retrouvés, in vivo, dans de nombreux organes notamment le rein (339, 340). La réponse à leur 
activation dans le rein est l’une des plus importantes après administration d’agonistes 
spécifiques (341). Chez le rat mâle, l’ERα est localisé par l’immunohistochimie dans les 
cellules mésangiales et les tubules distaux, avec un niveau d’expression, en western blot, qui 
n’est pas affecté par la castration (342). Cette observation est concordante avec les résultats 
antérieurs, in vitro, des actions ERα-dépendantes sur la cellule mésangiale en culture (343-
351). Des travaux antérieurs ont retrouvé en immunohistochimie chez le hamster mâle adulte, 
comme chez la femelle adulte, la présence de récepteurs aux œstrogènes dans les cellules 
interstitielles, les capillaires peri-tubulaires y compris les vasa recta, les artères et les 
glomérules. Au sein des glomérules, les auteurs retrouvent un marquage net des podocytes et 
des cellules pariétales de la capsule de Bowman. En revanche, certains travaux ne retrouvent 
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aucun marquage des cellules tubulaires (352), alors que d’autres semblent en identifier surtout 
au niveau des cellules tubulaires proximales (353). Concernant l’ERβ, il a été clairement 
identifié dans les podocytes de souris db/db femelles (354) en concordance avec les travaux 
antérieurs qui avaient retrouvé une expression d’ERβ dans des extraits de cortex rénal de rat 
(355). Enfin, les autres variants de l’ERα (tel que l’ER46) ainsi que les autres récepteurs 
capables d’interagir avec les œstrogènes (tel que le récepteur transmembranaire à 7-
domaines : GPR30) n’ont pas fait l’objet de marquage ou de quantification dans le rein. 
L’ER46 est cependant présent à la surface des cellules endothéliales (325) et donc 
probablement présent dans les capillaires glomérulaires et péritubulaires. Quant au récepteur 
GPR30, il n’a été identifié que dans des lignées de cellules tumorales (356). 
II.2.1.2. P450-AROMATASE 
L’aromatase codée par le gène CYP19 est une enzyme du cytochrome P450 mais dont 
la présence dans le tissu rénal a fait l’objet de peu de travaux. L’équipe de Maric C. a retrouvé 
chez des rats mâles une présence d’intensité faible de la P450-aromatase qui semble se 
renforcer chez les animaux diabétiques (342), pouvant notamment expliquer l’augmentation 
de la concentration d’E2 dans le tissu rénal au cours du diabète (357-359). En revanche, un 
travail sur l’expression rénale des différentes isoformes du cytochrome P450 impliquées dans 
la stéroïdogénèse (Hanukoglu, I, J steroid Biochem Molec Biol 43(8) 1992) montre chez des 
rats non diabétiques d’âges différents que l’isoforme P450-aromatase est indétectable en RT-
PCR (360). Cependant, les autres sous-types P450scc et P450c17 impliqués respectivement 
dans la synthèse des progestogènes (17-OH-prégnénolone et 17-OH-progesterone) et des 
androgènes (dihydroépiandrostènedione et androstènedione) ont été identifiés dans le rein, 
chez le rat. Ceux-ci sont présents à un niveau important au cours du développement rénal 
mais sont aussi retrouvés, à un niveau plus faible, chez le rat adulte (360, 361). Enfin, deux 
autres enzymes de la stéroïodogénèse : la 3β- et la 17 β-hydroxystéroïde-déshydrogénase ont 
été retrouvées dans le rein de rat (362) et dans le rein humain (363). Ces observations 
suggèrent que le rein possède l’équipement enzymatique nécessaire pour effectuer l’ensemble 
de la stéroïdogénèse de façon autonome, notamment dans la phase de développement, et peut 
être au cours de certaines situations physiopathologiques. 
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Figure 3 : Biosynthèse des hormones stéroïdiennes d’après Hanukoglu I (J. steroid. Biochem. Molec. Biol. 
Vol. 43, N°. 8, pp. 779-804, 1992), Lavoie HA (364) et Labrie F (365). Le cholestérol représente le substrat 
initial de la stéroïdogénèse. Après adressage dans la mitochondrie, le cholestérol est converti en pregnénolone 
sous l’action de la protéine StAR (steroidogenic acute regulatory protein) et de l’enzyme P450scc (Cholesterol 
side chain cleavage enzyme). La pregnénolone est ensuite métabolisée en progestérone par la 3β-HSD (3β-
Hydroxystéroïd-dehydrogénase/Δ5-Δ4 isomerases) ou hydroxylée par le cytochrome P450c17 (17α-
Hydroxylase/17,20-lyase). Ces étapes sont communes à l’ensemble des hormones stéroïdiennes et permettent 
d’aboutir, entre autre, à la formation de DHEA (dehydroepiandrostérone). Ce stéroïde surrénalien inactif  sera 
converti, dans les tissus périphériques, en 5-DHT (5α-dehydrotestostérone) qui représente le principal 
androgène, et en 17β-œstradiol qui représente le principal œstrogène. Les deux principales enzymes impliquées 
dans ces synthèses sont la 17β-HSD (17β-Hydroxysteroid dehydrogénase), la P450arom (Aromatase) et la 5α-
réductase. 
II.2.2. EXPRESSION GENIQUE INDUITE DANS LE REIN PAR LES ŒSTROGENES 
II.2.2.1. ACTIONS GENOMIQUES DES ŒSTROGENES 
La plupart des études qui se sont focalisées sur les actions génomiques des œstrogènes 
ont détaillé celles qui dépendaient de l’ERα. L’ERα est un des récepteurs de la super famille 
des récepteurs nucléaires qui comprend aussi notamment le récepteur des androgènes, le 
récepteur des glucocorticoïdes, les récepteurs des rétinoïdes et le récepteur PPAR 
(peroxisome proliferators-activated receptor)(366). Les dimères d’ERα peuvent lier 
directement l’ADN (voie classique) en se fixant sur l’ERE (estrogen responsive element), 
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palindrome de quinze paires de bases, qui est le motif le plus fréquemment rencontré sur les 
sites de liaison de l’ERα à l’ADN (367). L’ERα peut aussi effectuer des interactions protéine-
protéine (voie alterne) avec d’autres facteurs de transcription et interagir avec l’ADN de façon 
ERE indépendante. Les principaux facteurs de transcription connus sont la protéine spécifique 
1 (Sp1), la protéine d’activation 1 (AP-1) et le facteur nucléaire kappa b (NF-κB). Sp1 est 
impliquée dans la prolifération, la différentiation, la survie et l’angiogénèse. Dans ce cadre, il 
a été montré que l’interaction ERα/Sp1 permettait d’activer les gènes du TGFα (368), de c-
myc (369) ou du récepteur de la progestérone (370). Le complexe AP-1 interagit avec des 
promoteurs de gènes impliqués dans la croissance, la différenciation et le développement. De 
ce fait, les interactions ERα/AP-1 sont fréquemment retrouvées, et sont notamment 
impliquées dans la transcription des gènes de l’IGF-1 (371) et du récepteur de la progestérone 
(372). Les facteurs de transcription de la famille du NF-κB sont impliqués dans les réponses 
immunes et inflammatoires. L’ERα peut inhiber directement l’interaction de NF-κB avec 
l’ADN (373). Enfin, concernant l’interaction de l’ERα avec l’ADN, si elle peut augmenter la 
transcription de nombreux gènes, elle peut aussi réprimer l’expression d’autres gènes en 
interagissant sur l’ERE avec des protéines de co-répression (367, 374). 
II.2.2.2. EXPRESSIONS GENIQUES INDUITES DANS LE REIN PAR LES 
ŒSTROGENES 
Dans les cellules mésangiales, la plupart des effets néphroprotecteurs des œstrogènes 
(diminution de la prolifération cellulaire et diminution de la synthèse de matrice 
extracellulaire) dépend de la modulation du facteur de transcription AP-1 par l’ERα (375, 
376). Dans le glomérule, la mise en jeu d’AP-1 est fortement dépendante de l’activation de 
ERK1/2 et de la voie des MAP-kinases avec formation d’un complexe MAPK/AP-1 (377). 
L’exposition aiguë à l’E2 de cellules mésangiales au repos s’accompagne d’une activation de 
ERK1/2 et d’une diminution de synthèse de matrice extracellulaire. En revanche, sur ces 
mêmes cellules, une préincubation en présence d’E2 limite l’activation de ERK1/2 induite par 
l’angiotensine II ou le PDGF (349). Cette dernière observation est probablement celle qui 
correspond le mieux aux mécanismes physiopathologiques impliqués, in vivo, dans le rein 
puisque le recrutement d’AP-1 est un élément important de l’induction de la 
glomérulosclérose par augmentation de l’expression du TGFβ (378). 
Il n’y a pas de données actuellement pour une action directe de l’ERα via NF-κB dans 
le rein, même si dans des modèles de néphropathies lupiques chez la souris, l’invalidation de 
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l’ERα (mais pas de l’ERβ) s’accompagne d’une augmentation des lésions glomérulaires 
(379). L’E2, par un mécanisme ERα-dépendant, est capable de réprimer l’expression d’IL-6, 
in vitro, en interagissant avec le complexe NF-κB (380-382). Ce mécanisme dépend 
cependant plus de l’action de l’E2 sur des cellules immunocompétentes telles que les 
lymphocytes et les monocytes qui expriment toutes l’ERα et l’ERβ (383-385). Ce mécanisme, 
s’il paraît évident au cours de la néphropathie lupique, pourrait aussi jouer un rôle au cours 
d’autres néphropathies non immunes, mais où l’inflammation joue un rôle, telle qu’au cours 
de la ND expérimentale (386) ou de la néphrectomie des 5/6 (387). 
Enfin, il a été montré que les œstrogènes peuvent moduler certaines voies de 
signalisation intracellulaire notamment celle de l’IGF-1 de façon ERs-dépendante (388, 389) 
et ERs-indépendante (347). Des interactions complexes existent entre ces deux systèmes en 
particulier dans les structures cardio-vasculaires (390, 391). Au niveau rénal, dans la cellule 
mésangiale issue de souris db/db, la production locale d’IGF-1 diminue l’expression de l’ERα 
et de l’ERβ, alors même que l’administration d’E2 augmente l’expression et l’activation des 
composants de la voie de l’IGF-1 par un mécanisme indépendant des ERs (347). 
II.2.3. EFFETS DES ŒSTROGENES SUR LA STRUCTURE DU REIN 
Même si le rein n’était pas considéré comme un organe sensible aux hormones 
stéroïdes, des travaux dans différentes souches de souris ont montré, qu’en fonction du genre,  
il existe, dès l’échelle histologique, des différences notables dans la structure du rein. Ces 
différences portent sur l’aspect cuboïde des cellules de la capsule de Bowman, le volume 
glomérulaire, ainsi que le nombre de noyaux, le nombre de granules PAS positifs et la taille 
des vacuoles dans le tubule contourné proximal (TCP)(392, 393). Ces différences ne semblent 
pas exister avant 30 jours de vie et deviennent significatives à partir du 50ième jour pour se 
majorer progressivement au cours du temps entre les animaux mâles et femelles (394). 
Cependant, en microscopie optique, peu de variation de la structure rénale n’est observée au 
cours du cycle œstral chez la souris femelle (395). 
II.2.3.1. E2 ET GLOMERULE 
Le glomérule est un tissu cible des œstrogènes en raison de l’expression de l’ERα par 
la cellule mésangiale (351) et de l’ERβ par le podocyte (354). 
Par ses actions sur la cellule mésangiale, les œstrogènes sont impliqués dans le turn-
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over de la matrice mésangiale de façon à en réduire l’accumulation au cours des phénomènes 
de glomérulosclérose. Ceci a été observé au cours des situations de réduction néphronique 
(396), de néphropathie diabétique (397), d’uninéphrectomie chez les rats SHR (398) ainsi 
qu’au cours du développement de la glomérulosclérose chez les rats Dahl âgés (399). Les 
œstrogènes diminuent la synthèse de matrice extracellulaire induite par le TGFβ (400, 401) 
mais en augmentent la dégradation par les metalloprotéinases (MMP-9 et MMP-2 (351, 402)). 
La prédisposition chez l’humain, comme chez la souris, à développer une glomérulosclérose 
est déterminée génétiquement (403, 404). Dans ce cadre, l’expression de l’ERα et de l’ERβ 
dans le glomérule est inversement proportionnelle au degré de susceptibilité à développer une 
glomérulosclérose selon la souche de souris considérée (396). Le mécanisme de 
l’accumulation de collagène I et IV induite dans le glomérule par le TGFβ dépend, en partie, 
d’une stimulation de la voie des MAP-kinases (ERK1/2), dont l’activation est modulée par le 
complexe ERα/AP-1 (376). L’accumulation de collagène IV induite par le TGFβ dépend aussi 
de l’activation de la caséine kinase-2 (CK2) qui active à son tour le facteur de transcription 
Sp1 (405). Dans ce processus, Sp1 potentialise l’activation des Smads qui peuvent être 
activées indépendamment par le TGFβ (406, 407). Dans ce cadre, l’E2 contribue à limiter 
l’accumulation de matrice extracellulaire en inhibant la CK2 (408). L’E2 prévient aussi 
l’apoptose des cellules mésangiales induite par le TGFβ via la caséine kinase-2 (CK2) et p53 
(409). Par ailleurs, cet effet antifibrosant de l’E2 est retrouvé avec le raloxifène, un 
modulateur sélectif du récepteur des œstrogènes (SERM), qui diminue l’expansion 
mésangiale et l’accumulation de fibronectine chez la souris db/db en inhibant l’induction par 
le TGFβ de la transcription de la fibronectine et l’activité du complexe AP-1 (410). 
Cependant, ces effets bénéfiques de l’E2 et des SERMs disparaissent lors d’un traitement 
discontinu aussi bien in vivo chez la souris que in vitro sur des cellules mésangiales (343). 
Enfin, un travail récent a montré que les cellules mésangiales de rat, dans certaines conditions 
de stimulation, sont capables de produire de la fibronectine mais aussi des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNFα et l’IL-1β. Dans ces conditions, pour des cellules issues de 
rats femelles, le traitement aigu par l’E2 diminue le TNFα et augmente l’IL-1β alors que la 
testostérone augmente le niveau des deux cytokines (411). 
Peu de travaux on été conduits pour déterminer le rôle des œstrogènes au niveau du 
podocyte alors que celui-ci joue un rôle important dans le maintien de l’intégrité de la 
membrane de filtration. Les altérations podocytaires sont notamment impliquées au cours du 
développement de la ND. Il est alors observé leur détachement, leur apoptose ou des 
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modifications de leur prolifération (412). Sur des podocytes isolés à partir de souris db/db, le 
traitement par E2 ou tamoxifène (chef de file des SERMs) diminue l’expression du TGFβ et, 
pour l’E2 uniquement, l’expression de ERK1/2, avec parallèlement une augmentation de 
l’expression de l’ERβ (354). Cependant, dans un modèle de néphropathie hypertensive chez le 
rat âgé, contrairement aux rats plus jeunes, l’ovariectomie est associée à un effet protecteur 
rénal mais ne s’accompagne pas de modification d’expression des ARNm de la néphrine et de 
la podocine (413). Des travaux complémentaires s’avèrent indispensables pour préciser le rôle 
de l’activation de l’ERβ sur les fonctions podocytaires. 
II.2.3.2. E2 ET COMPARTIMENT TUBULO-INTERSTITIEL 
En l’absence de mise en évidence claire de l’expression des récepteurs des œstrogènes 
dans l’ensemble des cellules tubulaires adultes in vivo (352, 353), il était peu probable que 
l’E2 ait un rôle majeur sur leurs fonctions.  
Cependant, in vitro, sur des lignées cellulaires tubulaires proximales ou distales de 
différentes espèces de mammifères, l’E2 est capable d’interagir avec l’activité du 
cotransporter Na/glucose (414), l’activité du canal épithélial au sodium (ENaC) (415) et de 
moduler la production d’AMPc après stimulation par la PTH (416). Ces effets semblent être 
confirmés in vivo dans quelques travaux concernant les effets rénaux de l’E2 sur les 
homéostasies phospho-calcique et sodée (cf paragraphe II.2.4.2).  
Dans un travail récent, la comparaison des phénotypes des souris invalidées pour 
l’ERα par rapport aux souris non mutées rapporte des différences significatives pour la 
pression artérielle, le volume urinaire, la natriurie, la natrémie et la kaliémie, suggérant une 
implication des œstrogènes dans ces homéostasies (417). Ces auteurs ont analysé par des 
techniques de micro-array (ChIP-on-chip) dans le rein de souris, les interactions entre l’ERα 
et différents gènes de transports tubulaires rénaux. Il apparaît que l’ERα régule l’expression 
des gènes de certains canaux impliqués dans les transport de sodium et potassium (ENaC et 
sous-unité α1 et β1 de la Na/K-ATPase), des gènes altérés dans le syndrome de Bartter 
(Barttine et canal potassique voltage dépendant Kv7.1/KvLQT1) ainsi que des gènes 
impliqués dans la régulation de la pression artérielle (récepteurs de la GH, du glucagon, de la 
leptine et du neuropeptide Y) et des gènes des composants du système rénine-angiotensine-
aldostérone (rénine, angiotensinogène et enzyme de conversion)(417). 
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II.2.3.3. E2 ET MICROCIRCULATION 
La progression des maladies rénales chroniques est associée, le plus souvent, à une 
raréfaction des composants de la micro-circulation intra-rénale qui intéresse les artérioles 
(épaississement de la paroi des artérioles avec prolifération des cellules musculaires lisses) 
ainsi que les capillaires glomérulaires et péritubulaires chez l’animal (418, 419) comme chez 
l’humain (420). Dans un modèle de néphropathie chronique (réduction néphronique des 5/6) 
chez le rat, la prolifération des cellules endothéliales et la densité des capillaires péritubulaires 
sont plus importantes chez la femelle que chez le mâle. Cet effet est associé à une expression 
de VEGF et de son récepteur de type 2 (VEGFR2 ou flk-1) plus importante chez le rat femelle 
(421). Dans ce même travail, les auteurs ont montré que l’E2 augmente l’expression basale 
d’ARNm du VEGF dans les cellules tubulaires et les cellules musculaires lisses, alors que 
lorsque ces cellules sont prétraitées par un donneur de NO, l’E2 inhibe la production de 
VEGF (421). L’E2 était en effet déjà connu pour être un puissant inducteur de la transcription 
du gène du VEGF (422, 423) par l’intermédiaire d’une interaction directe du complexe 
E2/ERα sur plusieurs séquences ERE du promoteur du gène du VEGF (424). L’altération du 
compartiment micro-vasculaire rénal, ne serait-ce par son encombrement stérique, est 
probablement un déterminant majeur de la réduction néphronique observée au cours des 
néphropathies chroniques (425). 
II.2.4. EFFETS FONCTIONNELS HEMODYNAMIQUES INTRA RENAUX DES 
ŒSTROGENES 
Les effets sur l’hémodynamique intra-rénale sont en fait indissociables des effets 
structuraux sur la micro-circulation intra-rénale. L’ensemble des médiateurs vasoactifs dont la 
synthèse ou les actions sont modulées par l’E2 ont fait l’objet d’une revue exhaustive et sont 
regroupés de façon synthétique dans le tableau 1 (426). 
Au sein de ces médiateurs, le NO tient une place particulière. L’expression de la NO-
syntase endothéliale (eNOS ou NOS3) est supérieure de 80% chez le rat femelle par rapport 
au rat mâle, même s’il n’est pas le seul médiateur vasoprotecteur actif chez la femelle. En 
effet, l’inhibition de la production de NO par le L-NAME (nitro-L-arginine methyl ester) 
n’altère pas le débit plasmatique rénal et n’augmente que faiblement les résistance vasculaires 
rénales chez la femelle contrairement au rats mâles (427). In vitro, l’augmentation de la 
biodisponibilité de NO par un mécanisme ERα-dépendant diminue la sénescence des cellules 
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endothéliales en diminuant le nombre de cellules positives, pour la SA-β-gal (senescence-
associated β-galactosidase) et en augmentant leur activité télomérase (428). Cependant, si 
l’augmentation de la production rénale de NO peut être bénéfique, son augmentation peut 
aussi être délétère dans certaines glomérulonéphrites aiguës immunologiques (429-431). Cette 
augmentation de NO dépend de l’augmentation de l’activité de la iNOS (NOS inductible ou 
NOS2) au cours de certaines conditions inflammatoires. Cette activité de la iNOS est majorée 
en présence d’E2 (432). Enfin, l’augmentation intra-rénale de NO, par augmentation de 
l’activité de la nNOS (NOS neuronale ou NOS1) a été décrite en cas de carence œstrogénique 
et s’avère plutôt délétère (433) contrairement à ce qui a été décrit dans d’autres tissus (434). 
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Rôle des ERs 
Molécules vasoactives   
Oxide nitrique (eNOS) + + 
Oxide nitrique (iNOS) - + 
Prospacycline  + + 
cAMP + + 
Adénosine  + + 
Endothéline-1 - + 
Angiotensine II (AT1) - ? 
Angiotensine 1-7 + ? 
ACE - ? 
Homocystéine - ? 
VEGF + + 
TGFβ - ? 
Collagène - + 
Molécules d’adhésion   
VCAM, ICAM-1, E-Sélectine, MCP-1,P-Sélectine - + 
Métalloprotéinases (MMP-2) + + 
Cytokines/Facteurs de croissance   
PDGF, bFGF, IGF-1, LIF, FCS, Insuline, ET-1 - + 
Radicaux oxygénés - + 
Lipides    
LDL/LDL oxydés - ? 
HDL + ? 
Triglycérides + ? 
Apolipoprotéine E + ? 
Facteurs de coagulation et fibrinolyse   
PAI-1 - ? 
Thrombomoduline soluble/fibrinogène - ? 
TPA  + ? 
Anti-thrombine III, protéine S - ? 
Canaux ioniques   
Na+, K+, Ca2+  + ? 
eNOS : endothelial NO-synthase ; iNOS : inductible NO-synthase ; ACE : angiotensin-converting enzyme ; 
VEGF : vascular endothelial growth factor ; TGFβ : transforming growth factor-β ; PDGF : platelet-derived 
growth factor ; bFGF : basic fibroblast growth factor ; LIF : leukaemia inhibitor factor ; FCS : fetal calf serum ; 
IGF-1 : insulin-like growth factor-1 ; ET-1 : endothelin-1 ; LDL : low-density lipoprotein ; HDL : high-density 
lipoprotein ; VCAM : vascular cell adhesion molecule-1 ; ICAM-1 : intercellular adhesion molecule-1 ; E-
selectin : endothelial leucocyte adhesion molecule-1 ; MCP : monocyte chemotactic protein-1 ; + : induction/rôle 
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II.3. ŒSTROGENES ET NEPHROPATHIES CHRONIQUES NON DIABETIQUES 
De nombreuses maladies rénales chroniques ont leur progression affectée en fonction 
du genre masculin ou féminin. En effet, l’incidence de l’insuffisance rénale chronique 
terminale (IRC) est, toutes étiologies confondues, sensiblement plus importante chez l’homme 
(55%) que chez la femme (44%)(4). La prévalence de l’IRC, entre les années 2000 et 2005, a 
aussi augmenté de façon plus importante chez l’homme (14%) que chez la femme (9,9%)(4). 
Par ailleurs, une importante méta-analyse de 68 études comprenant plus de 10 000 sujets a 
montré que l’évolution de la néphropathie à IgA, de la polykystose rénale autosomique 
dominante, des glomérulonéphrites membrano-prolifératives et des IRC à étiologie 
indéterminée progressait plus rapidement chez l’homme que chez la femme (435). 
L’influence de la ménopause n’avait cependant pas pu être déterminée. En effet, dans les 
différentes études colligées, l’âge moyen des sujets était constamment inférieur à 50 ans avec 
une médiane proche de 30 ans. Une seconde méta-analyse réalisée ultérieurement sur moins 
de 2000 sujets mais ne comprenant que des études randomisées (436), a suggéré, au contraire, 
que l’évolution vers l’IRC était plus défavorable chez la femme. Cependant l’âge moyen était 
plus élevé avec une majorité de femmes en âge d’être ménopausées. Enfin, deux études plus 
récentes sont aussi en faveur d’une progression plus importante vers l’IRC chez les sujets de 
genre masculin (437, 438). 
Concernant la maladie lupique, il a été bien établi que cette affection concerne 
principalement les femmes (85 à 90% des cas) comme de nombreuses autres maladies 
autoimmunes (439, 440). Pour le lupus érythémateux le sex-ratio est de 10 et la prévalence est 
maximale entre 15 et 45 ans (441, 442). Cependant la littérature rapporte que les rares 
hommes atteind de la maladie semblent présenter une évolution plus sévère notamment par le 
développement d’une néphropathie lupique (443, 444). Enfin, si pendant longtemps la 
grossesse et le traitement hormonal substitutif de la ménopause étaient contre indiqués en cas 
de lupus, ce dogme est actuellement remis en question par plusieurs études rétrospectives 
(445-447). 
II.4. QU’EN EST-IL DE LA ND ? 
II.4.1. DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES CHEZ L’HUMAIN 
La contribution du genre sur l’évolution de la ND est responsable de données 
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contradictoires. En effet, l’ethnie et le contrôle glycémique interfèrent souvent avec les 
données concernant le genre, ne permettant pas de poser de conclusion certaine aussi bien au 
cours du diabète de type I (448, 449) que du diabète de type II (450-453). Par ailleurs, chez la 
femme diabétique, si l’utilisation de traitement contraceptif (œstrogènes de synthèse) a été 
associée à une augmentation de l’albuminurie (454-456), l’utilisation d’œstradiol au cours du 
traitement hormonal de la ménopause (THM) s’accompagne d’une réduction de l’albuminurie 
(457, 458), voire même d’une augmentation de la clearance de la créatinine (458). Enfin, dans 
une étude prospective randomisée, le traitement par un modulateur sélectif du récepteur des 
œstrogènes (SERM, Raloxifène), au cours du diabète de type II, a montré une nette réduction 
de l’albuminurie après six mois de traitement (459). 
II.4.2. ND, ŒSTROGENES ET MODELES EXPERIMENTAUX 
Comme chez l’humain, les données expérimentales montrent des résultats variables en 
fonctions des modèles utilisés et des concentrations en œstradiol administrées. Chez le rat 
Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) le traitement par du 17β-œstradiol ne modifie 
pas l’albuminurie mais améliore l’expansion mésangiale et la glomérulosclérose de la ND 
(460). Cependant, d’autres études chez le rat Sprague-Dawley rendu diabétique de type I par 
injection de STZ (397, 461) montrent que le traitement précoce par l’E2 améliore la clairance 
de la créatinine, l’albuminurie ainsi que la fibrose glomérulaire et tubulo-interstitielle. Ces 
observations suggèrent que l’E2 pourrait être néphroprotecteur au cours de la ND. De façon 
similaire à l’humain, l’administration de SERMs tel que le raloxifène améliore, chez le rat 
diabétique de type I (462) comme chez la souris db/db (410) l’albuminurie et l’accumulation 
rénale de fibronectine.  
II.4.3. MECANISMES D’ACTIONS DES ŒSTROGENES DANS LE REIN 
Actuellement, peu d’études se sont consacrées à déterminer les mécanismes d’action 
des œstrogènes dans le rein diabétique ou non diabétique. Cependant, il est clair que l’E2 est 
capable de moduler les fonctionnements cellulaires dans les néphropathies chroniques. 
 In vitro, en présence d’E2, les cellules mésangiales surexpriment les récepteurs α (ER 
α) et β (ERβ) des œstrogènes et l’on observe une augmentation de la synthèse et de l’activité 
des métalloprotéinase-9 (MMP-9) (351) et MMP-2 (402). L’E2 est associé à une réduction de 
l’accumulation de collagène I et IV (375, 400) et de l’apoptose des cellules mésangiales 
induite par le TGFβ (409). Au cours de la ND, comme dans les autres formes d’IRC non 
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diabétiques, l’E2 est associé à une diminution de l’expression du TGFβ, du récepteur AT-1 de 
l’angiotensine II et de l’IGF-1 (346, 397, 398, 463, 464). Tous ces facteurs contribuent à 
altérer la croissance cellulaire, la synthèse et la dégradation de la matrice extracellulaire, mais 
aussi à entraîner des dysfonctionnements de la microcirculation rénale. Parallèlement, l’E2 est 
associé à une augmentation de l’activité de la NO-synthase et de l’expression du VEGF dans 
le glomérule (465). 
 De façon similaire à l’E2, les SERMs diminuent, in vitro, la synthèse de collagène IV 
(350) mais aussi l’accumulation de fibronectine induite par le TGFβ en diminuant l’activation 
du complexe AP-1 (410). Cependant, dans cette dernière étude, les auteurs signalent que 
contrairement à l’E2, les SERMs ne diminuent pas le poids corporel des souris db/db. Cette 
observation suggère que certains métabolites actifs de l’E2 participent probablement au 
contrôle du poids corporel et peut-être aux effets néphroprotecteurs. Cette hypothèse est 
étayée par des travaux chez des rats obèses, diabétiques et hypertendus où le 2-
methoxyestradiol, un des métabolites de l’E2, améliore l’obésité et le syndrome métabolique 
(331). Le 2-methoxyestradiol est associé, en outre, à une réduction des altérations rénales et 
vasculaires notamment par la diminution de la prolifération cellulaire et l’accumulation de 
matrice extracellulaire (331, 466). En effet, l’E2 est converti localement (en intra-rénal) et 
successivement en deux types de métabolites, les hydroxyestradiols et les methoxyestradiols 
respectivement par le cytochrome P450 (CYP450) et la cathecol-O-methyl transferase 
(COMT) (Raghvendra, K, Hypertension 2003). Ces deux métabolites sont capables d’inhiber 
la prolifération cellulaire et la production de matrice extracellulaire, toutes deux responsables 
d’altérations vasculaires (333, 426, 467, 468). Ces effets bénéfiques de l’E2 sont indépendants 
de la mise en jeu de l’ERα (333). Ils semblent dépendre, in vitro, d’une modulation de la 
synthèse de AMPc par l’adényl cyclase des cellules musculaires lisses mais aussi modulent 
l’activité phosphodiestérase. Le 2-methoxyestradiol serait le métabolite le plus efficace pour 
augmenter la production de cAMP et diminuer parallèlement l’activité phosphodiestérase 
(332). 
Par ailleurs, dans le rein diabétique, deux études d’une même équipe suggèrent que 
l’ERα ainsi que son couplage avec son ligand pourraient être anormalement régulés (342, 355, 
469). Ces observations rejoignent une étude du polymorphisme du gène ERS1 de l’ERα qui 
montre que chez des sujets diabétiques de type européen-américain, les introns 1 et 2 de 
l’ERS1 contiennent des régions qui pourraient être impliquées dans la physiopathologie du 
diabète de type II et de l’IRC (470). 
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II.4.4. ET LES ANDROGENES ? 
Encore moins d’études se sont intéressées au rôle des androgènes au cours de la ND, 
tant il est admis qu’ils jouent un rôle délétère global aux vues des données épidémiologiques 
rénales notamment (4). Cependant, leurs implications précises dans la physiopathologie de la 
ND mériteraient d’être précisées. 
Tout d’abord, chez les femmes pré-ménopausées et ménopausées, l’hyperandrogénie 
est corrélée avec une augmentation du risque de diabète de type II (471, 472) et représente 
même un facteur de risque indépendant de DNID (473, 474). Dans ce cadre, une 
augmentation de la concentration de testostérone est souvent associée à une diminution de 
SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) qui représente un marqueur d’hyperandrogénie et 
qui est associée au risque d’insulino-résistance (475). Par ailleurs, s’il est suggéré que la 
SHBG augmente le risque de développer un diabète de type II chez la femme, il n’en est rien 
pour l’homme (474). Cette observation est en faveur d’un rôle délétère propre des androgènes 
dans la progression de la ND. 
Les quelques travaux expérimentaux actuellement disponibles sont en faveur d’un rôle 
délétère de l’hyperandrogénie (administration de 5α-dehydrotestostérone) au cours de la ND 
chez le rat diabétique induit par la STZ, (357, 476) mais aussi dans d’autre néphropathies 
chroniques, telles que la néphropathie hypertensive (477, 478) ou au cours de l’évolution 
chronique de la néphropathie d’allogreffe (479). Cependant, des travaux plus récents 
suggèrent qu’il existe un effet dose important, comme pour l’E2, puisque il a été montré que 
des concentrations plus faibles d’androgènes ne s’accompagnent pas d’exacerbation de la ND 
chez l’animal (359, 480) ainsi que chez l’homme (481). Enfin, comme la castration chez 
l’animal mâle diabétique ne s’accompagne pas de diminution de la concentration en E2 (359), 
leurs effets doivent être pris en compte au cours de la ND. 
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II.5. CONTRIBUTION PERSONNELLE : ROLE DES ŒSTROGENES AU COURS DE 
LA NEPHROPATHIE DIABETIQUE EXPERIMENTALE 
Alors que la carence en E2 apparaît actuellement comme un facteur délétère dans 
l’évolution de la ND, nos travaux avaient pour objectif de préciser par quels mécanismes l’E2 
pouvait être protecteur.  
Dans ce travail nous avons étudié les conséquences de la privation œstrogénique et la 
substitution par l’E2 de souris NOD (Non Obèse Diabétique) qui développent un diabète de 
type I et des lésions glomérulaires de ND. Dans ce cadre, nous avons montré que la 
progression de la ND était associée à une balance entre les voies de signalisation de l’IGF-1 et 
du TGFβ, et que celle-ci pouvait être modulée par le statut en E2. En effet, au cours du 
diabète chez la souris NOD, l’ovariectomie est associée à une exacerbation des lésions 
glomérulaires avec un renforcement de la voie du TGFβ aux dépens de celle de l’IGF-1. La 
restauration d’une concentration physiologique en E2 est associée à une évolution moins 
sévère de la ND et un retour à un équilibre de la balance IGF-1/TGFβ comparable à celui des 
animaux diabétiques non ovariectomisés. Ces deux voies de signalisations sont recrutées au 
cours de nombreuses néphropathies chroniques. Dans un modèle original de 
glomérulosclérose induite par les fumées de cigarettes, il a été montré qu’il existe des 
interactions positives entre ces deux systèmes (346). Cependant, dans notre travail au cours du 
diabète, l’E2 semble moduler différemment la voie de l’IGF-1 de celle du TGFβ même si 
l’IGF-1 comme le TGFβ sont impliqués dans les phénomènes d’hypertrophie et de fibrose 
rénale. Cette observation suggère néanmoins qu’au cours de la ND, l’E2 puisse contribuer à 
l’hypertrophie rénale via l’IGF-1 tout en diminuant, paradoxalement, la fibrose rénale via un 
moindre recrutement de la voie du TGFβ. A notre connaissance, ce phénomène n’est pas 
clairement établi dans la ND, même s’il est connu que l’IGF-1 possède des effets rénaux 
parfois bénéfiques. En effet, au cours de l’acromégalie (482) et au cours de l’administration 
d’hormone de croissance recombinante humaine chez l’humain (483) comme chez le rat 
(484), la concentration d’IGF-1 est fortement augmentée et améliore le fonctionnement rénal 
sans développer parallèlement de fibrose rénale. De plus, in vitro, dans un modèle de 
réparation rénale par des cellules souches, l’IGF-1 agit comme un agent bénéfique en 
favorisant l’activation du cycle cellulaire et la survie (485). L’ensemble de ces observations 
pourrait contribuer à reconsidérer le rôle de l’IGF-1 au cours des néphropathies chroniques 
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Epidemiological data in postmenopausal women provide the rationale to question the 
potential impact of estrogen replacement therapy during diabetes. Using ovariectomized non-
obese diabetic (NOD) mice, we examined the influence of estradiol (E2) on the progression of 
glomerulosclerosis. After becoming diabetic (group D), mice were castrated and received 
either E2 in order to restore a close to physiological impregnation (80 μg/kg/d, group DOE) or 
placebo (group DO) for 60 days. Diabetes induced renal and glomerular hypertrophy, 
glomerulosclerosis, assessed by mesangial volume (MV) determination, albuminuria and a 
decrease in Glomerular Filtration Rate, assessed by inulin clearance (GFR). These changes 
were associated with glomerular overexpression of both IGF-1 and TGFβ signalling 
pathways. Ovariectomy (group DO) resulted in the worsening of glomerulosclerosis, 
albuminuria and renal failure. Concurrently, glomerular expression and activation of TGFβ 
pathway was enhanced whereas that of IGF1 was decreased. Estradiol completely prevented 
the effects of ovariectomy on GFR (μl/min: D= 239±37 , DO= 106±58 , DOE= 280±45 ; D vs 
DO: P<0.05 ; D vs DOE : NS) and glomerulosclerosis (MV, %: D= 19± 2 , DO= 34±2 , 
DOE= 20± 4 ; D vs DO : P<0.01 ; D vs DOE : NS). Similarly, E2 restored glomerular 
expression of IGF1-R, IRS-1 to a level similar to that of in group D while TGFβ pathway 
expression and activation were decreased. 
In conclusion, endogenous or physiological exogenous estrogens lower the progression of 
diabetic nephropathy in female NOD mice. These effects is paralleled by a balance between 
the profibrotic TGFβ pathway and the hypertrophic IGF-1 pathway at the glomerular level. 
 
Introduction 
The difference between individuals towards the diseases prognosis results from the 
coexistence of general risk factors and of specific "genetic susceptibilities". In the case of 
diabetic nephropathy, the genetic susceptibility factors have not been clearly identified yet. 
"Gender" may represent a predisposing factor since the progression towards terminal renal 
insufficiency is more frequent in men than in pre-menopausal women (1). Moreover, the 
incidence of terminal renal insufficiency increases sharply in post menopause. This leads us to 
examine the influence of estrogens in the progression of experimental diabetic 
glomerulosclerosis. Based on epidemiological data, the impact of estrogens on the 
development of diabetic nephropathy in post-menopausal women has become a relevant 
question. On the one hand, it appears that endogenous estrogens may be protective in this 
situation; but on the other, hormone therapy in post-menopausal women remains debated 
because of vascular risks. Thus, a high level of proof is required before considering such 
treatment in diabetic patients that already exhibit increased risk of a cardio-vascular event. 
Results from the literature appear encouraging but remain somewhat contradictory.  
In vitro, estrogens appear to have mostly beneficial effects. Estradiol (E2) at high 
concentrations inhibits the synthesis of collagen I and IV by the mesangial cells (2) and 
increases the synthesis of metalloprotease-9 involved in the resorption of the mesangial 
matrix (3). Many of these effects were biphasic depending on the concentration of E2 used in 
the experiments (3). Not surprisingly, results from in vivo studies are more disparate. For 
example, pharmacological administration of E2 appears to be rather detrimental in different 
models of experimental nephropathy such as hypercholesterolemic rats (4) and 
analbuminemic rats (5). Regarding diabetes, previous work using the Zucker rat model of type 
2 diabetes (6) and hyperglycemic OLEFT rats (7) has also shown worsening of diabetic 
nephropathy to occur during E2 treatment. By contrast, recent studies using STZ-induced type 
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I diabetes in rats (8) and the db/db mouse model of type 2 diabetes (9) showed a protective 
effect of estrogens on the progression of diabetic nephropathy. This prompted us to 
investigate the impact of ovariectomy and of the restoration of physiological concentrations of 
natural estrogen in the classic NOD mouse model of type I diabetes.  
In order to explore the mechanism of estrogen action at the glomerular level, we have focused 
on TGF-β and IGF-1 pathway. A growing number of studies indicate that TGFβ is as a key 
mediator of glomerular sclerosis and renal fibrosis in many nephropathies including diabetic 
nephropathy (Toyada M, Kidney Int 2004 and Koya D, Faseb J 2000 and Reeves WB, PNAS 
1997) by stimulating the synthesis of extracellular matrix molecules (20, 38), decreasing 
matrix degradation (39) and promoting cell-matrix interactions (35, 40). Activation of the 
TGF-β pathway is associated with the up-regulation of its receptor and with the 
phosphorylation of SMAD, its main substrat (35). During diabetes and nephrectomy, renal 
hypertrophy, including glomerular enlargement, has been largely related to the activation of 
renal IGF-1 pathway (26-28). Cross-talk between IGF-1 and ER-signaling pathways has 






All procedures involving experimental animals were performed in accordance with the 
recommendations of the French Accreditation of Laboratory Animal Care. 
Six-week-old female NOD/LtJ (Non-Obese Diabetic) mice were obtained from Jackson 
Laboratories (USA) and housed in a temperature-controlled room under a 12-hour light-dark 
cycle. The animals were allowed free access to standard laboratory mouse diet (Global 
Rodent Breeding, Harlan, United Kingdom) and tap water. NOD mice usually develop 
spontaneous type I diabetes between 12-20 weeks of life. However, ovariectomy decreases 
the prevalence of spontaneous diabetes in these mice (personnal observation and REF). The 
necessity to perform experiments in homogeneous groups that exhibit a short period of life 
when diabetic led us to induce the diabetes using a single dose of intraperitoneal injection of 
80 mg/kg/day streptozotocine, dissolved in sodium citrate buffer (0.05 M, pH 4.5) at 8 weeks 
of life. Mice were considered to be diabetic when blood glucose level was > 300 mg/dl on 2 
consecutive days. Blood glucose level was measured with a blood glucose monitor (Accu 
Chek Sensor, Roche, France) using whole blood collected from the tail vein.  
Age-matched mice were injected with vehicle to provide a non-diabetic control group (C, 
n=19). One week after diabetes induction, diabetic mice were randomly divided in three 
groups: Diabetic, (D, n=17), Diabetic Ovariectomized with sub cutaneaous placebo pellet 
(DO, n=14) and Diabetic ovariectomized with implantation of an estradiol (E2) pellet (DOE, 
n=7) according to the method described below.  
Ovariectomy was conducted under light anesthesia (ketamine 50 mg/kg, xylasine 10 mg/kg). 
The ovaries were exposed via bilateral flank incisions and excised. Two weeks later, the 
animals were given either a 60-day time-release E2 pellet (DOE), (0.1 mg E2, Innovative 
 3
Research of America, i.e., releasing 80µg/kg/day) implanted subcutaneously into the nape or 
were just sham operated. The E2 pellets yield circulating estradiol levels in a physiological 
range (10, 11). This dose of E2 was chosen according the results of a pilot study testing 2 
doses (8 and 80µg/kg/day). The lower dose did not significantly altered 17-β estradiol 
concentration at 3 weeks and had no significant effect on diabetic nephropathy after 6 weeks. 
The renal function and histology were studied and a glomerular protein extraction was 
performed five weeks later.  
 
 
Renal function assessment 
For surgical procedures, mice were anaesthetized with an intraperitoneal injection of 
etomidate (30 mg/kg, etomidate Lipuro, B. Braun Medical, France) and placed on a servo-
controlled heating table to maintain body temperature at 37 °C. The trachea, left jugular vein 
and left femoral artery were cannulated. Two polyethylene (PE) catheters (diameters: 0.3/0.7 
mm) were inserted into the jugular vein to infuse etomidate (0.83 mg/kg/min) dissolved in 0.9 
% NaCl (10 µL/min) with inulin (Inutest 25%, Fresenius, Austria, 0.059 mg/min). Mean 
arterial blood pressure and arterial blood samples were obtained from a heat-stretched PE 
catheter (diameters: 0.28/0.61) inserted into the femoral artery. This catheter was connected to 
a pressure sensor (Statham, P10 EZ, USA) and to a recorder (TA 4000 Gould, Gould 
Electronics, Arizona, USA). Urines were collected through an intravesical PE catheter 
(diameters: 0.58/0.96 mm). After surgery, the mice were allowed to equilibrate for 30 
minutes. Renal function was evaluated during a 60-minute clearance period. At the end of 
experiment, a 22-gauge catheter was introduced into the abdominal aorta. The left renal 
pedicle was tied and the left kidney was excised and weighed. The right kidney was washed 
with 10 ml of PBS (9.1 mM Na2HPO4, 1.7 mM NaH2PO4, 150 mM NaCl, pH 7.40), fixed in 
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10% formalin (10 mL), pH 7.40 (Sigma Chemical Co, Missouri, USA), removed, sagittaly 
sliced and stored in formalin for histological analysis.  
Glomerular filtration rate (GFR) was assessed by inulin clearance.  
Histological analysis 
Formalin-fixed kidneys were embedded in methyl-methacrylate. Sections of 3 μm thickness 
were stained with periodic acid Schiff (PAS) and photographed using a digital camera (Nikon 
D1, Nikon, Japan) connected to a light microscope (Laborlux D, Leitz, Germany). Fifty 
representative pictures of glomeruli from each mouse were taken at x400 magnification and 
were analysed using Adobe Photoshop software (Adobe System, California, USA). The 
glomerular tuft was surrounded with the Adobe Photoshop lasso. Its area was measured in 
pixels and converted into µm2. The mean glomerular volume in each group was calculated 
from the harmonic mean of each individual glomerular volume (GlmVi = (4/3) * Sv(2/3), 
where Sv is the surface area of the tuft in µm2) (12). In the same way, the PAS-positive area 
of the tuft, including the nuclei of mesangial cells was surrounded to assess the mesangial 
area as previously described (12, 13). The mean mesangial volume was calculated by the ratio 
of the glomerular to the mesangial areas. Glomerular area was determined by a single 
observer, following a double-blind procedure. 
 
 
Glomerular isolation by magnetic sorting 
Colloidal iron oxide suspension was prepared as described by Cook and Pickering (14) for 
rabbit and modified in our laboratory (15). At the end of the study period , mice from the 
different experimental groups described above (C, D, DO, DOE) were anaesthetized by 
intraperitoneal injection of 150 mg/kg sodium thiobutabarbital (Inactin®, Sigma, Missouri, 
USA). The abdominal aorta was canulated with a 22-gauge catheter. The kidneys were 
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washed with an infusion of PBS (10 mL) followed by 10 mL of colloidal iron oxide 
suspension. The kidneys were removed and stored in cold PBS for glomerular isolation. To 
achieve this goal, renal cortex was sliced, and pressed through a 125 µm2 steel sieve. The 
glomerular capsule was removed by passing the suspension through a 27-gauge needle. After 
45 min of decantation, the supernatant was discarded and the glomeruli resuspended in PBS. 
The pellet was successively washed 3 times with PBS and magnetized to collect a glomerular 
sediment. Sixty to 120 µL of lysis buffer (10% glycerol, 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 10 mM 
sodium pyrophosphate, 10 mM sodium fluoride, 2 mM sodium orthovanadate, 3 mM EDTA, 
10 µg/mL aprotinin, 1.5 µM benzamidine, 50 µM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 
µg/mL leupeptin, 1% phosphatase inhibitor cocktail 2® (Sigma, Missouri, USA) and 1% 
Triton X-100) was added to the last glomerulus sediment. All procedures were performed at 
4°C.  
The suspension of glomeruli was sonicated for 1 min and centrifuged (15 000 rpm for 45 min, 
4°C). The supernatant was stored at –80°C. Protein concentration was determined by a 
colorimetric method on microplates (Bio-rad DC Protein Assay®, Richmond, USA).  
 
Western blot analysis 
Proteins (20 to 25 µg) were separated by electrophoresis on SDS in polyacrylamide gels (6% 
or 10%) with tris-glycine migration buffer and proteins were electro-transferred onto 
nitrocellulose membranes (Hybond-ECL®, Amersham, USA). After blotting, the membranes 
were placed in a blocking buffer (TBS, 0.05% Tween-20, either 5% skimmed milk alone or 
1% skimmed milk and 1% bovine serum albumin for phospho-proteins) for 1 hour at room 
temperature. Primary antibody indicated, and the membranes were incubated overnight, and 
revesled with an appropriate secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase. 
Peroxidase activity of the membranes was revealed by chemiluminescence (Super Signal® 
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West Pico Chemiluminescence Substrate, Pierce, Illinois, USA) and detected with Kodak 
Biomax Light Film (New York, USA).   
Primary antibodies included: anti-IGF-1Rβ (Sc 713, rabbit polyclonal IgG), anti-IRS-1 (Sc 
559, rabbit polyclonal IgG), anti-ERK (Sc 94, rabbit polyclonal IgG), anti-pERK (Sc 7393, 
mouse monoclonal IgG2a), anti-ERα (Sc 7207, rabbit polyclonal IgG), anti-TGFβ-RII (Sc 
220, rabbit monoclonal IgG), anti-SMAD 2/3 (Sc 7960, mouse monoclonal IgG2a), anti-
pSMAD 2/3 (Sc 11769, rabbit polyclonal IgG), anti-RAGE (MAB5328, mouse monoclonal 
IgG2a) and anti-β-actin (A5441, mouse monoclonal IgG1). Primary and secondary antibodies 
were purchased from Santa Cruz Laboratories (Santa Cruz Biotechnology, California, USA), 




Since the number of animals did not allow a Gaussian distribution to be assumed, comparison 
between groups used the non parametric Kruskal-Wallis test. When this test indicated a 
significant difference, a post-hoc Dunn’s multiple comparison test was performed using 







Clinical and biological parameters  
 
NOD/Ltj females mice quickly developed an insulin-dependent diabetes. As shown in Table 
1, glycemia was significantly and similarly increased in the three groups one week after 
administration of low dose of streptozotocin (STZ) and was associated with increased urinary 
flow. Body weight was no different between C, D and DOE mice. However DO mice 
presented a significant decrease in body weight when compared to the three other groups (D: 
22.2 ±0.5 g; DO: 18.4 ±0.7 g; DOE: 23.6 ±1.4 g; D vs DO and DO vs DOE: P<0.05). Neither 
diabetic status nor estrogen supplementation altered total plasma cholesterol, but triglycerides 
were decreased in all diabetic mice (C: 1.19 ±0.37 mmol/L; D: 0.42 ±0.25 mmol/L; DO: 0.68 
±0.32 mmol/L; DOE: 0.49 ±0.21 mmol/L; C vs D, DO and DOE: P<0.05). Under general 
anesthesia, blood pressure significantly decreased in all diabetic groups (C: 83.2 ±1.4 mmHg; 
D: 57.1 ±3.4 mmHg; DO: 54.6 ±1.9 mmHg; DOE: 56.8 ±2.7 mmHg; C vs D, DO and DOE: 
P<0.05), whereas the hematocrit remained unchanged. The effectiveness of castration and of 
E2 pellets were confirmed at the end of the study by checking the uterus weight. Uterus 
weight was significantly decreased in ovariectomized mice (D: 110.8 ± 10.1 mg; DO: 21 ± 
1.2 mg, D vs DO: P<0.05). Estradiol supplementation in ovariectomized mice partly 
prevented uterus atrophy since uterus weight in DOE was 81.0 ± 5.1 mg, P<0.05 vs DO. In 
ovariectomized mice, the 17β-estradiol concentration decreased to 11.6 ± 0.8 pg/mL and was 
partly restored by the pellet (DOE: 17.9 ± 4.1 pg/mL, P<0.05 vs DO). 
 
Renal function  
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The albuminuria/creatininuria ratio of was strikingly increased in diabetic animals (C: 453 
±66 µg/mg; D: 2536 ±254 µg/mg; C vs D: P<0.01) and was worsened by ovariectomy (DO: 
4105 ±568 µg/mg; D vs DO: P<0.05). Estrogen supplementation restored an 
albuminuria/creatininuria ratio between that of control and diabetic mice (DOE: 1159 ±442 
µg/mg; DO vs DOE: P<0.05) (Figure 1A). Glomerular filtration rate (GFR) was decreased in 
all the diabetic groups (D: 234.5 ± 24.5 µL/min/65cm2; DOE: 239.6 ± 37.26 µL/min/65cm2; 
D vs DOE: NS) a phenomenon worsened by ovariectomy (DO: 97.7 ± 11.6 µL/min/65cm2, 




Kidney weight (Kw) and glomerular volume (Gv) were significantly increased in D mice 
(Kw: 347 ± 15 mg, P<0.05; Gv: 5.2 ± 0.41 µm3x105, P<0.05) when compared to C mice (Kw: 
249 ± 4 mg; Gv: 3.14 ± 0.24 µm3x105). However, both Kw and Gv were significantly 
decreased in DO mice (Kw: 279 ± 16 mg, P<0.05; Gv: 3.32 ± 0.31 µm3x105, P<0.05) when 
compared to D mice. Kw and Gv in DOE group, were similar to that of D mice (Figure 2A, 
2B and 3). Mesangial area was not significantly different in D and DOE groups (D: 17.9 ± 0.6 
%; DOE: 20.5 ± 1.8 %; D vs DOE: NS) but was strongly increased in DO group (DO: 33.4 ± 
1.1 %; DO vs D: P<0.01 and DO vs DOE: P<0.05) (Figure 2C and 3). 
 
 
Glomerular protein expression  
 
Estrogen-receptor α (ERα) expression did not significantly vary in the glomeruli from D, DO 
and DOE groups when compared to C group (Figure 4). Glomerular expression of IGF-1 
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receptor β-chain was increased in D and DOE groups when compared to C group, but was 
surprisingly decreased in group DO (Figure 5A). Furthermore insulin receptor substrate 
protein (IRS-1) expression was also increased in glomeruli from D and DOE groups 
compared with C group, whereas it appears only slightly increased in glomeruli from DO 
group (Figure 5A). Diabetes also increased glomerular expression of both native and 
phosphorylated (activated) forms of the MAP-kinases ERK1 and 2. Interestingly the 
phosphorylated form of ERK1 and 2 was higher in group DO than in the two other diabetic 
groups (Figure 5B). Amounts of TGFβ type II receptor (TGFβ RII) and of phosphorylated 
SMAD (pSMAD 2/3) were strongly increased in diabetic mice when compared to C mice. 
Moreover, in DO group TGFβ RII expression was even higher than in D group (Figure 6A). 
Finally in the DOE group expression of both TGFβ RII and of pSMAD 2/3 significantly 
decreased to values close to that observed in D group whereas glomerular expression of total 
SMAD 2/3 remained unchanged in all groups. In comparison to the control group, glomerular 






The medical use of E2 in diabetic woman is not established because benefit/risk ratio of E2 
remains debated. For example, estrogens worsen the progression of glomerulosclerosis in a 
model of type II diabetes (Zucker rat model, Stevenson FT, KI 2000), whereas they appear 
beneficial in a model of streptozotocin induced diabetes (Sprague-Dawley rats model, Dixon 
A, Am j Physiol 2007) or in type II diabetes in mice (C57 BlKs db/db mice model, Chin M, 
Am J pathol 2005). To the best of our knowledge, the classical NOD mice model (Atkinson 
MA Na Med 1999) of spontaneous type I diabetes has never been used to investigate the 
impact of estrogen on diabetic nephropathy. In NOD mice, and despite the short duration of 
diabetes, renal changes are close to those observed in humans (19, 21) with an increase in 
kidney weight, glomerular hypertrophy, progressive mesangial expansion and albuminuria. 
 
In the present work, the most significant finding is that the progression of diabetic 
nephropathy is subordinate to IGF-1 and TGFβ signalling pathways in glomerulus and that 
the balance between this two pathways is highly influenced by the estrogen status. In the 
NOD mouse model, ovariectomy is associated with the worsening of glomerulopathy: 
increase  in albuminuria, decrease in Glomerular Filtration Rate(GFR) and glomeruloslerosis 
as observed in humans (Maeda M Vet Pathol 2003 and Doi T Lab Invest 1990). At the 
glomerular level, these changes were associated with a shift from the hypertrophic IGF-1 
pathway to the profibrotic TGFβ pathway. By contrast, glomerular RAGE expression 
remained unchanged whatever the status for estrogen. Restoration of a physiological 
impregnation of 17β-estradiol leads to the improvement of diabetic nephropathy and, overall, 
to the return of the IGF-1/TGFβ balance to a level similar to that of non-ovariectomized 
diabetic mice. Thus, 17β-estradiol appears as a key regulator factor for this balance.  
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Nevertheless, the fact that E2 replacement did not provide any additional protective effect 
when compared to diabetic mice suggests that the dose was in fact close enough to reproduice 
the benefits of natural endogenous estrogen. This point is althemost critical since a recent 
retrospective study (Ahmed SB, kidney Int 2008) examining estimated GFR in a large cohort 
of post-menopausal women (including some diabetic) has shown a dose-dependant loss of 
kidney function with oral estrogen. Interestingly the authors pointed out that transvaginal E2, 
leading to lower concentration of estrogen metabolites (Chetkowski RJ N Eng J Med 1986), 
were not associated to such an impact on GFR. In fact, further carefully monitored studies are 
required to determine the lowest amount of E2 able to provide a renal beneficial effect and to 
examine if higher doses provide a gain in the nephroprotection or are rather detrimental.  
Renal morphologic changes (hypertrophy and fibrosis) during diabetic nephropathy have been 
related to up regulation of cytokines/growth factors such as IGF-1 and TGFβ. Because 
differences in estrogen impregnation were responsible for variations of renal/glomerular 
volume and glomerulosclerosis we decide to focus on the impact of estrogen on both IGF-1 
and TGFβ pathways. Both pathways were actually recruited during diabetes and changes in 
E2 status induced dual effects. On the one hand E2-deficiency resulted in a lack of 
hypertrophy, worsening in glomerulosclerosis that paralleled up regulation of the TGFβ 
pathway and down regulation of the IGF-1 pathway. On the other hand, E2 restoration 
resulted in a strictly opposite effect restoring a protection similar to that of endogenous 
estrogen. A similar observation has been reported in a model of adaptive renal hypertrophy 
following partial nephrectomy (Sun J, Am J Physiol 2006) where estrogen receptor α knock-
out mice do not developed controlateral renal hypertrophy. By contrast, using an original 
model of smoking induced glomerulosclerosis, Elliot et al. has proposed that there could be a 
detrimental cross-talk between IGF-1 and TGF-β pathways in some circumstances. The 
discrepancy between this observation and our study could result from the fact that the 
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smoking represent a powerful inflammatory stimulus able to encompass the trophic effect of 
IGF-1 pathway despite is recruitment. Our observation strongly suggest that i) there is a 
balance between the two cytokine pathways during diabetes, ii) that, even if IGF-1 contributes 
to renal and glomerular hypertrophy, it could also paradoxically attenuate TGFβ recruitment 
that favor sclerosis. To the best of our knowledge, such a phenomenon has never been clearly 
described during diabetes when IGF-1 pathway has been mostly considered to be rather 
detrimental. Nevertheless, mixed effects of IGF-1 renal pathway were already suggested in 
the literature. In acromegalia (Ritz E, Pediatr Nephrol 1991) and in substitution of 
recombinant human growth hormone in GH–deficient human (Riedl M, J Am Soc Nephrol 
1995) or in Wistar rats (Hirschberg R, J Am Soc Nephrol 1992), increasing the level of IGF-1 
enhances renal function without fibrosis development. On the contrary, the administration of 
purified human IGF binding protein-1 (IGFBP-1) to diabetic mice abolished renal cortical 
IGF-1 accumulation and glomerular hypertrophy without altering  kidney weight and 
albuminuria in early diabetes (Cingel Ristic V, Exp Biol Med 2005). Moreover, in vitro, in a 
model of stem cell mediated renal repair, IGF-1 act as a mitogenic and pro-survival factor 
(Imberti B, JASN 2007). A positive role for IGF-1 during diabetes has been already proposed: 
i) IGF receptor activation protects mesangial cells from the hyperglycemia-induced 
deleterious effects that target genomic DNA by suppressing ROS and enhancing DNA repair 
by homologous recombination (Yang S, Am J Physiol 2005); ii) IGF-1 contributes to the 
integrity of mitochondria and to prevent apoptosis in mesangial cells exposed to high levels of 
glucose (Kang BP Am J Physiol 2003). 
Finaly, the present study established that 1) estrogen deprivation worsens diabetic 
nephropathy in the NOD mice model; 2) restoration of a physiological concentration of 
estradiol prevents the worsening of diabetic nephropathy that follows ovariectomy. 
Unexpectidly we found that morphological worsening of diabetic nephropathy following 
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ovariectomy was paralleled by a down regulation of IGF-1 pathway with a balance in favour 
of the TGFβ pathway. In agreement with a recent observation (Imberti, 2007) this results 
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 C D DO DOE 
     
Glycemia, g/L 1.80 ±0.14 9.18 ±0.61** 10.21 ±0.83** 9.08 ±0.65** 
Urinary flow, µL/min 1.33 ±0.13 4.01 ±0.58* 4.45 ±0.5 4.60 ±1.14* 
Hematocrit, % 51.4 ±1.4 51.4 ±1.5 52.7 ±0.7 53.6 ±1.2 
Body weight, g 23 ±0.4 22.2 ±0.5 18.4 ±0.7**† 23.6 ±1.4‡‡ 
Total cholesterolemia, mmol/L 2  ±0.07 1.73  ±0.16 2.1  ±0.1 2.17  ±0.07 
Triglyceridemia, mmol/L 1.19 ±0.37 0.42 ±0.25* 0.68 ±0.32* 0.49 ±0.21* 
Mean arterial blood pressure, mmHg 83.2 ±1.4 57.1 ±3.4* 54.6 ±1.9* 56.8 ±2.7* 
Hematocrit, % 51.4 ±1.4 51.4 ±1.5 52.7 ±0.7 53.6 ±1.2 
Uterus weight, mg 118.3 ±12.9 110.8 ±10.1 21 ±1.2*† 81 ±5.1*†‡ 








Table 1: Clinical and biological parameters (mean ± SEM) 
(C) control mice, (D) diabetic mice, (DO) diabetic and ovariectomized mice, (DOE) diabetic 
and ovariectomized mice with estradiol supplementation. * P<0.05 and ** P<0.01 versus C; † 
P<0.05 versus D; ‡‡ P<0.01 versus DO 
 
Fig 1: Microalbuminuria and renal function 
A) Albuminuria/créatininuria Ratio (Alb U/Creat U); B) Glomerular Filtration Rate 
(GFR) was measured by inulin clearance and corrected for the standard body area (65 cm²). 
(C) control mice, (D) diabetic mice, (DO) diabetic and ovariectomized mice, (DOE) diabetic 
and ovariectomized mice with estradiol supplementation. The bar corresponds to the mean ± 
the standard error of the mean. Pairwise comparison of the groups (Kruskal-Wallis test): ns = 
non-significant; * P<0.05; ** P<0.01.  
 
Fig 2: Histo-morphological parameters 
A) Kidney weight; B) Mean glomerular volume; C) Relative mesangial volume. (C) 
control mice, (D) diabetic mice, (DO) diabetic and ovariectomized mice, (DOE) diabetic and 
ovariectomized mice with estradiol supplementation. The bar corresponds to the mean ± the 
standard error of the mean. Pairwise comparison of the groups (Kruskal-Wallis test): ns = 
non-significant; * P<0.05; ** P<0.01.  
 
Fig 3: Renal cortex and glomeruli in light microscopy (Periodic Acid Schiff reagent, PAS). 
The glomerular volume of diabetic mice was increased (B) regarding control mice (A). 
Mesangial area was also greater in diabetic mice. Diabetic and ovariectomized mice, (C) 
presented a glomerular volume similar to that of the control group. However, the lack of 
estrogen was associated with diffuse mesangial fibrosis. The compensation for estradiol 
deficiency (D) prevented the development of mesangial fibrosis occurring in diabetic and 
ovariectomized mice. Moreover, with estradiol, mice presented a glomerular volume similar 
to that of diabetic mice. (Magnification: x400). 
 
Fig 4: Expression of glomerular Estrogen Receptor α (ERα).  
Top: representative Western blot analysis of glomerular expression of ERα. Protein extracts 
of freshly isolated glomeruli from control (C), diabetic (D), diabetic and ovariectomized (DO) 
and  diabetic and ovariectomized mice treated with administration of estradiol (DOE).  
  rER α 1 to 2.5 : 8, 12, 16, 20 fmoles of intact human recombinant receptor. Bottom: relative 
densitometric values of glomerular protein expression factored for the total form of β-actin.  
Values are means ± S.E.M of at least 3 independent experiments. ns = non-significant. 
 
Fig 5: Expression of glomerular proteins of IGF-1 pathway.  
A) Representative Western blot analysis of glomerular expression of IGF-1 and IRS-1 with 
relative densitometric values of glomerular protein expression factored for the total form of β-
actin. B) Representative Western blot analysis of glomerular expression of ERK1/2 and 
pERK1/2  with relative densitometric values of glomerular protein expression factored for the 
total form of β-actin. Protein extracts of freshly isolated glomeruli from control (C), diabetic 
(D), diabetic and ovariectomized (DO) and diabetic and ovariectomized estradiol treated mice 
(DOE). Values are means ± S.E.M of at least 3 independent experiments. ns = non-




Fig 6: Expression of glomerular proteins of TGFβ  type II Receptor and AGE receptor 
(RAGE). 
A) Representative Western blot analysis of glomerular expression of TGFβ type II receptor, 
SMAD 2/3 and pSMAD 2/3 with relative densitometric values of glomerular protein 
expression factored for the total form of β-actin. B) Representative Western blot analysis of 
glomerular expression of RAGE with relative densitometric values of glomerular protein 
expression factored for the total form of β-actin. Protein extracts of freshly isolated glomeruli 
from control (C), diabetic (D), diabetic and ovariectomized (DO) and  diabetic and 
ovariectomized estradiol treated mice (DOE). Values are means ± S.E.M of at least 3 to 5 
independent experiments. ns = non-significant; * P<0.05; ** P<0.01 
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Conclusions et perspectives pour la néphroprotection 
L’ensemble de nos travaux ainsi que ceux de la littérature montrent que la bradykinine 
via le RB2 et l’œstradiol en partie via l’ERα, représentent deux systèmes potentiellement 
néphroprotecteurs au cours de la ND. Alors que l’effet néphroprotecteur de l’œstradiol peut 
être démontré par différentes molécules agonistes de l’ERα, l’hypothèse d’un rôle 
néphroprotecteur du RB2 repose essentiellement sur l’observasion d’une aggravation de la 
ND lors de l’absence du RB2 ou de son blocage pharmacologique. Des perspectives déjà bien 
engagées par d’autres groupes concernent le développement d’inbibiteurs des vasopeptidases 
(486) et d’agonistes du RB2 (487). L’utilisation de ces nouveaux outils pharmacologiques 
associée à la mise en œuvre de nouveaux modèles pourrait permettre de préciser les 
mécanismes des effets néphroprotecteurs de la bradykinine ou de l’E2.  
I. LA BRADYKININE ET L’ŒSTRADIOL ONT-ILS DES EFFETS 
NEPHROPROTECTEURS INDEPENDANTS ? 
L’influence délétère de l’ovariectomie sur l’évolution de nombreuses néphropathies 
chroniques a déjà permis de suggérer la présence d’interactions entre les œstrogènes et le 
SRA. En effet, l’ovariectomie s’accompagne d’une augmentation de l’expression rénale du 
récepteur AT1 de l’angiotensine II (488, 489) alors que la supplémentation par le 17β-
œstradiol la diminue (490, 491). Par ailleurs, à côté de ces effets sur le récepteur AT1, l’E2 est 
probablement impliqué dans l’augmentation de l’enzyme 2 de conversion de l’angiotensine 
(ACE2) qui permet la synthèse de l’angiotensine (1-7) dont la plupart des actions s’opposent à 
celles de l’angiotensine II (492). Concernant le SKK, un travail récent dans notre équipe 
montre que l’expression du RB2 est diminuée dans les monocytes et lymphocytes T des 
femmes âgées (plus de 70 ans) par rapport aux hommes. Cette observation suggère l’existence 
de liens entre l’expression du RB2 et le statut œstrogénique (493). Cette constatation est à 
rapprocher des observations de Pretorius M. et al. dans l’augmentation du t-PA (facteur 
protecteur impliqué dans la fibrinolyse intravasculaire) après traitement par IEC. En effet, la 
concentration plasmatique du t-PA est augmentée lors d’un traitement par IEC via un 
mécanisme dépendant du RB2. Cette action est plus marquée chez les femmes que chez les 
hommes (494) ainsi que chez les femmes pré-ménopausées par rapport aux femmes 
ménopausées (495). Cependant l’effet bénéfique de l’E2 sur l’augmentation de la 
concentration plasmatique du t-PA ne dépend pas d’une potentialistion directe sur le RB2 
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mais s’effectue via l’augmentation basale du t-PA avant traitement par IEC ou bradykinine 
(496). Ces résultats suggèrent que les actions de la BK et de l’E2 se potentialisent en terme 
d’impact cellulaire. Il n’est pas démontré actuellement d’intermodulation de leur niveau 
d’expression. Le développement de solutions thérapeutiques distinctes sur ces deux systèmes 
reste donc justifié en particulier au cours des maladies rénales. 
II. QU’EN EST – IL DES ACTIONS RENALES DE LA BRADYKININE EN 
DEHORS DE LA NEPHROPATHIE DIABETIQUE ? 
II.1. CAS DES NEPHROPATHIES CHRONIQUES NON IMMUNOLOGIQUES 
Dans plusieurs modèles expérimentaux de fibrose rénale évolutive (néphropathie 
hypertensive des rats Dahl sensibles au sel (497), syndrome d’Alport par invalidation du gène 
COL4A3 (498), obstacle urétéral unilatéral irréversible (499, 500)) le blocage 
pharmacologique du SRA par les IEC est plus performant que les ARAII pour réduire la 
protéinurie et la fibrose glomérulaire et/ou tubulo-interstitielle. Ces résulats suggèrent 
l’importance du recrutement par la bradykinine du RB2 dans une partie de l’effet 
néphroprotecteur des IEC. Par ailleurs, dans le modèle de néphropathie hypertensive du rat 
Dahl sensible au sel, le blocage pharmacologique du RB2 réduit les effets bénéfiques rénaux 
des IEC et des inhibiteurs des vasopeptidases (501). De plus, un excès prolongé de kallikréine 
(par infusion (502) ou par surexpression du gène de la kallikréine (503)) ainsi que l’infusion 
de bradykinine (504) diminuent l’albuminurie et la glomérulosclérose de ces rats hypertendus. 
Le fait que l’effet antiprotéinurique des IEC dépende en partie du RB2 a aussi été montré dans 
un modèle glomérulonéphrite extramembraneuse (505). Ces effets bénéfiques précoces des 
kinines lors d’un traitement par IEC sont aussi retrouvés dans le principal modèle 
d’insuffisance rénale terminale de la néphrectomie des 5/6 (212) où le recrutement du RB2 
permet de restaurer l’activité de la eNOS (506). 
Cet effet bénéfique de la BK sur l’augmentation de la synthèse de NO et de 
prostaglandine I2 (PGI2) a aussi été identifié dans le modèle de néphropathie tubulo-
interstitielle aiguë aux aminosides (507-509) ainsi qu’au cours de l’insuffisance rénale aiguë 
par ischémie-reperfusion (510-513). 
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II.2. PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES DU RECRUTEMENT DU SKK 
L’ensemble de ces données expérimentales montre que le traitement par IEC reste la 
principale option thérapeutique au cours de nombreuses maladies rénales pouvant évoluer 
vers l’IRC terminale. Les traitements par ARAII qui sous la pression marketing ont réussi à 
détrôner les IEC ne sont donc probablement pas la solution néphroprotectrice idéale en partie 
par un moindre recrutement du RB2 par la BK.  
Par ailleurs, les récents développements des inhibiteurs des vasopeptidases (qui 
inhibent l’ACE, la neprilysine et l’enzyme de conversion de l’endothéline et augmentent 
notamment la biodisponibilité de la BK) ont montré que ces molécules sont bénéfiques au 
cours de pathologies cardiovasculaires (486). Leur utilisation dans les maladies rénales 
chroniques devrait permettre de préciser le rôle et les mécanismes néphroprotecteurs de la 
BK. Cependant ces inhibiteurs des vasopeptidases interagissent encore avec le SRA en 
particulier par la diminution de la synthèse d’angiotensine II et l’augmentation de la 
biodisponibilité des peptides natriurétiques (514). Les agonistes du RB2, qu’en a eux, 
interagissant plus spécifiquement avec le SKK (487). Ils pourraient ralentir voir prévenir à 
long terme la survenue d’une fibrose rénale irréversible en maintenant de débit sanguin rénal 
et en réduisant le stress oxydant par augmentation de l’activité de la eNOS et de la 
phospholipase A2. De telles molécules agonistes sont actuellement en cours de 
développement notamment dans le domaine des néoplasies cérébrales en facilitant le passage 
de la barrière hémato-encéphalique de chimiothérapies anticancéreuses (515, 516). 
III. L’ŒSTRADIOL A T – IL UN INTERET POUR LA 
NEPHROPROTECTION ? 
III.1. EFFETS BENEFIQUES DE L’ŒSTRADIOL ET MALADIES RENALES EN 
DEHORS DU DIABETE 
L’impact du genre sur l’évolution de néphropathies chroniques non diabétiques a fait 
l’objet de travaux expérimentaux débutants mais convrant l’ensemble de la pathologie rénale : 
néphropathie hypertensive (492), insuffisance rénale aiguë (IRA) ischémique (517, 518), IRA 
hypoxique (519), IRA aux aminosides (520, 521), polykystose rénale (522). Les travaux les 
plus avancés concernent l’insuffisance rénale aiguë (IRA) d’origine ischémique qui est la 
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situation physiopathologique où les altérations hémodynamiques intrarénales et les 
disfonctionnements cellulaires endothéliaux sont les plus critiques. L’IRA ischémique 
(clampage de l’artère rénale) s’accompagne d’une augmentation des systèmes 
vasoconstricteurs et d’une diminution des systèmes vasodilatateurs artériolaires (523) ainsi 
que d’une dysfonction endothéliale à l’origine des lésions du compartiment tubulaire (524). 
L’élément central de la dysfonction endothéliale est la diminution de la production de NO par 
la eNOS qui contribue à l’inflammation (517). Il a été montré que l’E2 exerce un effet 
protecteur en augmentant l’activité de la eNOS via la voie de la PI3K/Akt (518). Dans un 
modèle différent d’IRA hypoxique (arrêt cardiaque chez la souris), l’effet bénéfique de l’E2 
semble indépendant de ses récepteurs nucléaires puisqu’il n’est pas affecté dans des modèles 
de souris invalidées pour les gènes de l’ERα et de l’ERβ ainsi que par un antagoniste 
pharmacologique (ICI 182,780)(519). L’impact de l’E2 sur le système microcirculatoire rénal 
est aussi retrouvé dans un modèle murin de polykystose rénale où l’expression rénale d’ET1 
est augmentée et celles du VEGF et de la eNOS diminuées (522). 
L’ensemble de ces résultats ainsi que ceux issus de la ND fait apparaître clairement 
que le compartiment capillaire péri-tubulaire par ses rôles de régulation de l’oxygénation 
tissulaire et du maintien d’une trophicité rénale normale ainsi que par son rôle d’interface 
avec les cellules immunocompétentes joue probablement un rôle important dans la 
physiopathologie de nombreuses néphropathies. Toutefois, l’étude de ce compartiment 
« syntitial » est difficile et nécessite le développement d’outils spécifiques. 
 L’analyse et la quantification des anomalies microvasculaires rénales est actuellement 
peu performante. Elle dépend de petits échantillons de cortex ou de médullaire rénale et 
délaisse probablement des informations architecturales clefs. En effet, que se soit la méthode 
de référence par injection intra-artérielle de silicone (525, 526), ou des techniques plus 
récentes telles que l’immunohistochimie par marquage des cellules endothéliales (421, 527) 
ou encore la visualisation en microscopie électronique de cellules endothéliales marquées au 
nitrate d’argent (528, 529) et l’analyse du flux sanguin péritubulaire par microscopie 
intravitale (528, 530), toutes ne permettent qu’une analyse parcellaire et en deux dimensions 
de la microvascularisation rénale. Dans l’optique d’apporter une contribution complémentaire 
grâce à une collaboration avec le laboratoire du CerCo (Centre de Recherche Cerveau et 
Cognition, Dr C. Fonta) et une équipe de l’IMFT (Institut de Mécanique des Fluides de 
Toulouse, Dr F. Plouraboué)(531) nous avons débuté, en 2009, des travaux sur l’analyse et la 
quantification 3D-haute résolution de la microvascularisation rénale chez la souris db/db à 
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différents stades de la ND. Alors que l’impact du diabète sur le compartimnent tubulo-
microvasculaire rénal semble associé à une raréfaction des capillaires (532-535), nos premiers 
résultats indiquent, au contraire, une nette augmentation du lascis capillaire péri-tubulaire en 
phase avancée de la ND (60 à 80 semaines de diabète). Le développement d’outils performant 
d’analyse de la microcirculation rénale pourrait permettre de mettre en évidence de nouvelles 
cibles thérapeutiques sur lesquelles l’impact potentiel de la bradykinine et des œstrogènes 
devra être précisé. 
III.2. EFFETS DELETERES DE L’ŒSTRADIOL 
Le lupus érythémateux est l’archétype de la maladie où l’E2 est fortement impliqué 
dans l’induction et le développement de la maladie autoimune. Concernant la néphropathie 
lupique, les modèles expérimentaux ont permis de montrer que l’action délétère de l’E2 
s’exerce essentiellement sur le système immunitaire. En effet, si les mécanismes de la 
glomérulonéphrite lupique restent mal identifiés, l’induction de l’atteinte rénale dépend des 
altérations des lymphocytes B et T (536). En revanche, une fois les lésions glomérulaires 
aiguës constituées, la progression vers la fibrose fait en particulier intervenir la voie du TGFβ 
de façon similaire aux autres néphropathies chroniques (537). Les effets bénéfiques potentiels 
de l’E2 sur ces voies de signalisation ne peuvent, cependant, contrebalancer l’exacerbation de 
la maladie autoimmune concomitante. 
A côté de cette situation caricaturale de la néphropathie lupique, nos travaux 
développés en annexe posent la question de la chronologie des traitements. En effet, dans un 
modèle d’hypertrophie rénale compensatrice après uninéphrectomie nous avons montré que 
l’administration tardive d’E2 (4 mois après la néphrectomie) chez des souris préalablement 
ovariectomisées pouvait s’accompagner d’une insuffisance rénale et d’une fibrose 
glomérulaire contrairement à une supplémentation concomitante à la néphrectomie. Des 
travaux complémentaires sont cependant nécessaires pour déterminer si cet effet ambivalent 
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HYPERTROPHIE RENALE COMPENSATRICE 
Toute agression rénale qui aboutit à une perte de néphrons induit un phénomène 
ubiquitaire d’hypertrophie rénale compensatrice, essentiel pour maintenir le débit de filtration 
glomérulaire et les capacités d’homéostasie hydro-électrolytiques. Cette hypertrophie rénale 
est retrouvée chez l’humain (538) et chez la plupart des mammifères (539, 540). Ce 
phénomène comprend chez le murin :  
[ une phase initiale et transitoire d’hyperplasie rénale qui correspond à une 
augmentation du nombre de cellules et une augmentation du contenu rénal en 
ADN et ARN (541).  
[ une phase d’hypertrophie rénale qui est responsable de l’augmentation du 
volume des néphrons et du rein. A ce stade, il est observé une accumulation de 
matière (synthèses protidiques notamment) qui atteint un plateau en quelques 
semaines après une réduction néphronique aiguë (telle une néphrectomie 
unilatérale)(541-544).  
Ces étapes, classiques après uninéphrectomie, sont aussi observées au cours de 
néphropathies chroniques notamment au stade initial de la ND (545, 546). En effet, au cours 
de l’hypertrophie rénale précoce du diabète, il est observé une augmentation du contenu en 
protéines ainsi que du ratio protéines/ADN qui suit une phase transitoire et d’amplitude faible 
de réplication de l’ADN (547). Cependant, au cours de l’insuffisance rénale chronique, 
l’hyperactivité des néphrons résiduels évoluera progressivement vers la fibrose glomérulaire, 
l’atrophie tubulaire et la fibrose interstitielle (548-550). 
I. MEDIATEURS ET MECANISMES CELLULAIRES DE 
L’HYPERTROPHIE RENALE 
Les mécanismes cellulaires de l’hypertrophie rénale compensatrice prédominent au 
niveau des cellules tubulaires proximales (551) et dépendent de modulations du cycle 
cellulaire. Dans des modèles de néphrectomie, il a été montré une augmentation de l’entrée 
des cellules tubulaires dans la phase G1 du cycle cellulaire suivi d’un arrêt au point de 
 63
Annexe : Travaux en cours 
restriction entre les phase G1 et S (552-554). Le passage de ce point de restriction est contrôlé 
par la protéine du rétinoblastome (pRb). Au cours du début de la phase G1, la pRb subit une 
première phosphorylation par les complexes cyclinD/CKD-4,6 qui maintiennent cette protéine 
dans une forme active, hypo-phosphorylée et complexée avec la protéine E2F. En fin de phase 
G1, la pRb est de nouveau phosphorylée par le complexe cyclinE/CKD-2, ce qui conduit à 
son inactivation, au découplage avec E2F et au passage possible en phase S pour la réplication 
de l’ADN. Au cours de l’hypertrophie des cellules tubulaires, il a été montré une 
augmentation de l’activité des complexes cyclinD/CKD-4,6 et une diminution d’activité du 
complexe cyclinE/CKD-2 laissant la pRb active et bloquant ainsi le passage en phase S (552, 
555-557). Ces modifications d’activation des complexes cyclin/CDK semblent notamment 
dépendantes du TGFβ et sont responsables de l’hypertrophie cellulaire plutôt que de 
l’hyperplasie (552, 558-562). En effet, les concentrations plasmatiques et tissulaires rénales 
de TGFβ sont faibles au cours des 24 premières heures après uninéphrectomie chez le rat, 
mais augmentent fortement dès la 48ième heure, passent par un pic une semaine après la 
chirurgie, puis décroissent en 2 à 4 semaines jusqu’à leurs concentrations basales (563). 
Enfin, l’hypertrophie des cellules tubulaires est, via le TGFβ, sous le contrôle des cellules 
mésangiales qui sont les seules cellules résidentes dans le rein à produire cette cytokine (564, 
565). Cette production de TGFβ par la cellule mésangiale est, en partie, sous le contrôle de la 
sécrétion autocrine d’IL-10, comme le suggère la diminution de l’hypertrophie rénale 
compensatrice lors de l’administration, in vivo, d’AS101 (ammonium trichloro 
(dioxoethylene-O,O’) tellurate), un inhibiteur/modulateur de la synthèse d’IL-10 (563, 566). 
L’implication de ces mécanismes du contrôle du cycle cellulaire a été retrouvée dans 
différents modèles expérimentaux d’hypertrophie rénale compensatrice du rein controlatéral à 
une occlusion de l’artère rénale (modèle 2 reins, un clip) (567) ou de l’hypertrophie du 
fragment rénal restant après une néphrectomie des 5/6 (568).  
A côté de l’arrêt du cycle cellulaire avant la phase S de réplication de l’ADN, le 
phénomène d’hypertrophie des cellules tubulaires nécessite une accumulation intracellulaire 
de protéines par augmentation des synthèses protidiques et/ou diminution de la dégradation 
des protéines. Dans ce cadre, des travaux ont montré que la protéine mTOR (mammalian 
target of rapamycin), une sérine/thréonine kinase qui contrôle les synthèses protidiques et la 
croissance cellulaire (569, 570) jouait un rôle déterminant dans l’hypertrophie rénale 
compensatrice (571). La protéine kinase mTOR est impliquée dans deux complexes multi-
protéiques fonctionnellement différents mTORC1 et mTORC2 (572-574). Le complexe 
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mTORC1 est fortement impliqué dans le contrôle de la synthèse protéique et la croissance 
cellulaire par l’intermédiaire de la phosphorylation du complexe 4E-BP1 (4E-binding protein 
1) et de la sérine/thréonine kinase S6K1 (S6 kinase 1). Le complexe 4E-BP1 phosphorylé 
libère le facteur eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) indispensable à la 
traduction des protéines (573, 574). La protéine kinase S6K1 permet la phosphorylation d’une 
protéine (rpS6) de la sous unité 40S du ribosome nécessaire à son activation (573-575). 
Concernant l’hypertrophie rénale compensatrice du rein controlatéral après uninéphrectomie 
ainsi que dans l’hypertrophie précoce de la ND, un travail récent suggère une implication 
importante du complexe mTORC1 via notamment la protéine kinase S6K1 (576). Enfin, au 
cours de la ND, il a été montré que ces mécanismes d’altération de mTORC1 étaient aussi 
impliqués dans l’hypertrophie glomérulaire et l’hypertrophie de la cellule mésangiale via la 
diminution d’activation de l’AMPK (AMP-activated protein kinase) par l’hyperglycémie. Ces 
altérations étant en partie contrebalancées par la metfornine ou l’AICAR (5-aminoimidazole-
4-carboxamide-1-β-riboside) qui sont capables d’activer l’AMPK (577, 578). 
II. HYPERTROPHIE RENALE ET ŒSTROGENES 
II.1. ETAT DES LIEUX 
Alors que l’hypertrophie rénale est considérée comme une étape préliminaire du 
phénomène de fibrose rénale, nos travaux précédents sur l’impact de la privation en E2 au 
cours de la ND, ont montré que la perte de cette étape d’hypertrophie rénale était associée à 
une évolution délétère plus rapide de la ND. La variation du statut œstrogénique par 
l’ovariectomie et la substitution en E2 semblait moduler l’hypertrophie rénale et glomérulaire, 
in vivo, dans la ND expérimentale. 
Ce point particulier n’est pas clairement tranché actuellement, notamment en raison du 
faible nombre de travaux qui se sont intéressés spécifiquement au rôle de l’E2 sur les 
mécanismes de l’hypertrophie rénale compensatrice. En effet, les travaux qui se sont 
intéressés au rôle de l’E2 dans différents modèles de néphropathie chez le rat femelle 
rapportent un effet bénéfique de l’E2 associé à un volume rénal inchangé et un volume 
glomérulaire moindre que chez les animaux ovariectomisés (398). Néanmoins ces données 
qui correspondent à des observations tardives (trois mois après uninéphrectomie (398), douze 
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mois chez des rats Dahl sensibles au sel (399)) ne précisent pas quelles ont été les 
modifications rénales précoces. Dans ce cadre, alors que les rats mâles et les rats femelles 
ovariectomisés, âgés de 19 mois, présentent un vieillissement rénal et glomérulaire avéré, 
l’hypertrophie glomérulaire ne semblait pas être le mécanisme initiateur de ces altérations 
glomérulaires chroniques (579).  
Néanmoins, si la testostérone représente chez le mâle un médiateur important et 
puissant de l’hypertrophie rénale compensatrice après uninéphrectomie, l’E2 est capable chez 
la femelle d’interagir avec le phénomène d’hypertrophie rénale et est associé un débit de 
filtration glomérulaire (DFG) augmenté dans les mêmes proportions que chez le mâle (580). 
Enfin, les travaux de la même équipe sur l’hypertrophie rénale, chez des souris invalidées 
pour l’ERα, n’ont pas permis d’identifier d’altération dans les capacités d’hypertrophie rénale 
compensatrice après néphrectomie (581), ni même d’effet protecteur de l’E2, via l’ERα, au 
cours de la ND (469). Cependant, ces souris ERαKO correspondaient au premier modèle 
d’invalidation incomplète de l’ERα (320-322) et non au modèle d’invalidation complète de 
l’ERα qui ne laisse pas persister la forme ER46 (323). Même si l’ER46 n’a pas été recherché 
à ce jour dans les cellules rénales, ce récepteur des œstrogènes est présent dans les cellules 
endothéliales (325) et pourrait expliquer les résultats ambigüs de ces travaux (469, 581). 
II.2. IMPACT DE L’E2 SUR LES MECANISMES DE L’HYPERTROPHIE 
CELLULAIRE 
II.2.1. ACTIONS SUR LES FACTEURS DE CROISSANCE IMPLIQUES 
L’hypertrophie cellulaire via la modulation du cycle cellulaire et le contrôle de la 
traduction par mTOR est sous la dépendance de nombreux facteurs de croissance et cytokines 
impliqués dans le rein tels que l’IGF-1 (582, 583), le TGFβ et le VEGF (584). L’E2 interagit 
avec les voies de signalisation de l’IGF-1 et du TGFβ, généralement en favorisant une 
diminution de leur expression et/ou de leur activation, ce qui permet de ralentir la survenue 
d’une fibrose glomérulaire et tubulo-interstitielle. Cependant, au niveau rénal, les voies de 
signalisation qui ont fait l’objet de nombreux travaux sont celles qui favorisent la synthèse de 
matrice extracellulaire comme l’activation de l’IRS-1 et des MAP-kinases pour l’IGF-1 (351), 
ou la phosphorylation des Smad2/3 pour le TGFβ (112). Cependant, certains travaux 
rapportent que l’augmentation de l’IGF-1 n’est pas systématiquement associée à une 
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augmentation de la fibrose rénale. En effet, l’inactivation de la voie de l’IGF-1 par un 
antagoniste peptidique du récepteur de l’IGF-1 (JB3), par un anticorps monoclonal ou par un 
inhibiteur des tyrosines kinases (génistein) n’a pas d’impact sur la fibrose rénale (585) mais 
altère l’hyperfiltration compensatrice chez les rats uninéphrectomisés (586). Chez la souris 
diabétique, l’administration d’IGFBP-1 diminue l’accumulation d’IGF-1 dans le cortex rénal 
et l’hypertrophie glomérulaire mais n’a pas d’effet significatif sur l’évolution de la ND (587). 
Par ailleurs, l’E2 n’est pas non plus systématiquement associé à une diminution de 
l’activation de la voie classique de l’IGF-1. En effet, chez la souris db/db, l’E2, par un 
mécanisme indépendant de l’ERα, est associé à une augmentation de l’expression du 
récepteur de l’IGF-1, de l’IRS-1 et de ERK1/2 (347). En fait, l’ensemble de ces résultats 
suggère l’hypothèse que l’augmentation de l’IGF-1 dans le rein puisse être associée à la mise 
en jeu d’autres voies de signalisation intracellulaires impliquées dans les phénomènes de 
croissance et de survie cellulaire. L’hypothèse d’une activation rénale de la voie de 
signalisation de l’Akt/mTOR avec augmentation de l’expression de S6K1 et 4E-BP1 mérite 
d’être posée comme cela est déjà observé dans d’autres tissus sensibles aux œstrogènes (588). 
Dans ce cadre, un travail récent a rapporté dans la cellule mésangiale une activation de la voie 
Akt/GSK-3β (glycogen synthase kinase -3 β). Celle-ci régule, entre autres, l’expression de la 
cycline D1 et la survie des cellules mésangiales (589). 
Les œstrogènes sont aussi impliqués dans l’expression de HIF-1α et du VEGF, deux 
facteurs impliqués dans l’adaptation cellulaire à l’hypoxie et responsables d’une augmentation 
de l’angiogénèse et de la prolifération cellulaire (590, 591). En effet, des travaux in vitro ont 
rapporté que l’E2, via l’ERα,  active la voie PI3K/Akt et augmente les expressions de HIF-1α 
et du VEGF dans des cellules issues de cancer ovarien (592), des cellules épithéliales utérines 
(593) et des cellules souches mésenchymateuses (594). Par ailleurs, le 2-methoxyestradiol, un 
des métabolites de l’E2 est capable de moduler, dans des lignées de cellules tumorales 
(cellules HEK293 et cellules d’ostéosarcome), l’activation de HIF-1α en la diminuant (595) 
Les actions de l’E2 et du 2-methoxyestradiol sur les expressions de HIF-1α et du VEGF n’ont 
pas fait, à notre connaissance, l’objet de travaux de recherche en physiopathologie rénale 
même si ces deux facteurs sont connus pour être impliqués dans les néphropathies aiguës et 
chroniques. Dans ce cadre, l’activation de HIF-1α et du VEGF serait plutôt bénéfique en 
prévenant la survenue d’une hypoxie chronique génératrice de stress oxydant, d’inflammation 
et de fibrose rénale (596, 597). 
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II.2.2. E2, CYCLE CELLULAIRE ET MTOR 
A côté de l’action des œstrogènes sur les cytokines et facteurs de croissance, plusieurs 
travaux récents suggèrent que l’E2 ou son métabolite le 2-methoxyestradiol sont capables 
d’interagir directement sur les médiateurs du cycle cellulaire et du contrôle de la synthèse 
protidique. Cependant, aucun de ces travaux ne concerne le rein actuellement. Il s’agit donc 
d’hypothèses de travail. 
Les œstrogènes sont capables via l’ERα d’interagir directement sur la protéine 
tubérine ou TSC2 (tuberous sclerosis complexe-2) qui avec TSC1 contrôle l’activation de 
mTORC1 (598). L’E2 aurait à ce niveau un rôle de modulation puisque le complexe 
TSC1/TSC2 est principalement activé par phosphorylation dépendantes d’Akt (574). En effet, 
dans des cellules mammaires cancéreuses ERs positives qui présentent une mutation 
activatrice de la PI3-kinase (PI3K) responsable d’une activation d’Akt et d’une transformation 
oncogénique, le traitement en monothérapie par le tamoxifène (un SERM) est associé à une 
diminution de l’activation de mTORC1 et à un bon pronostic tumoral (599). 
Concernant le contrôle du cycle cellulaire, l’E2 ainsi que le raloxifène (SERM de 
seconde génération) sont capables à la fois, d’augmenter la prolifération des cellules 
endothéliales en augmentant l’expression des cyclines A et B1 (600) et de bloquer le cycle 
cellulaire en phase G1 dans les cellules musculaires lisses vasculaires (601). De façon 
concordante, le 2-methoxyestradiol est capable de bloquer la progression du cycle cellulaire 
entre les phases G2 et M dans des cellules cancéreuses prostatiques (602) et entre les phases 
G0/G1 et G2/M dans la cellule musculaire lisse vasculaire (603). 
Au niveau rénal, la mise en évidence de tels mécanismes reste à faire, mais la 
modulation par les œstrogènes de ces systèmes permettrait de préciser les actions 
néphroprotectrices de l’E2 et d’envisager le développement de nouvelles cibles thérapeutiques 
au cours des néphropathies chroniques. 
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II.3. CONTRIBUTION PERSONNELLE : PLACE DES ŒSTROGENES DANS 
L’ADAPTATION RENALE A L’HYPERTROPHIE COMPENSATRICE APRES 
UNINEPHRECTOMIE EXPERIMENTALE 
II.3.1. INTRODUCTION 
Au cours des néphropathies chroniques, notamment la ND, l’hypertrophie rénale est 
considérée comme délétère puisque ses mécanismes moléculaires sont progressivement 
responsables d’une fibrose glomérulaire et tubulo-interstitielle. Cependant, nous avons montré 
dans le travail précédent que la carence en E2 s’accompagnait d’une installation accélérée de 
la fibrose rénale. Ce phénomène était accompagné d’une diminution franche de l’hypertrophie 
rénale suggérant que l’hypertrophie des structures glomérulaires et tubulo-interstitielles puisse 
être un temps bénéfique, contrairement à sa pérennité au cours d’une néphropathie chronique. 
Cette observation ayant été faite dans un modèle expérimental de néphropathie diabétique et 
de diabète de type I décompensé, nous avons souhaité préciser le rôle de l’E2 dans une 
situation d’hypertrophie rénale compensatrice après uninéphrectomie. Ces travaux ont été 
conduits chez des souris NOD dont la prédisposition à développer des lésions rénales est 
importante mais aussi chez la souris C57Bl6, naturellement résistante aux néphropathies. Nos 
objectifs étaient de déterminer quel était le rôle de la carence en E2 et de sa substitution dans 
le phénomène d’hypertrophie rénale compensatrice et quels facteurs de croissance étaient 
impliqués dans la modulation par l’E2 de ce phénomène physiologique. 
II.3.2. MATERIEL ET METHODES 
Dans une première partie, des souris NOD femelles (Non Obèses et Diabétiques) de 9 
semaines ont été séparées en 5 groupes : 1) contrôle (C), 2) uninéphrectomie (N), 3) 
ovariectomie (O), 4) ovariectomie suivie d’une néphrectomie 3 semaines plus tard (ON), 5) 
idem groupe ON avec une substitution par du 17β-œstradiol pendant les 60 jours (implants 
sous cutanés de 0.1 mg E2, Innovative Research of America, pour une posologie de 80 
µg/kg/jour) suivant la néphrectomie (ONE). Les animaux ont été sacrifiés à 1, 4 ou 8 
semaines après la néphrectomie. Dans une seconde partie des souris C57Bl6 de 9 semaines 
ont été séparées en 5 groupes : 1) groupe C, 2) groupe N, 3) groupe ON, 4) groupe ONE et 5) 
idem groupe ON avec cependant une substitution par le 17β-œstradiol (implants sous cutanés 
de 0.1 mg E2) qui a été débutée 4 mois après la néphrectomie. Les animaux ont été sacrifiés à 
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1, 8 et 34 semaines après la néphrectomie selon les groupes. Pour l’ensemble de ces travaux, 
le poids des reins ainsi que différents paramètres bio-cliniques ont été relevés. De plus, les 
animaux ont bénéficié d’une mesure du débit de filtration glomérulaire par la technique de la 
clearance de l’inuline à l’équilibre. Le volume glomérulaire et la glomérulosclérose ont été 
évalués par analyse histomorphologique. Enfin l’analyse de l’expression de différentes 
protéines a été réalisée par western blot sur des extraits protéiques glomérulaires. Les 
techniques utilisées dans ce travail ont été décrites pour le protocole précédent (Partie 2, 
chapitre II, page 38). 
II.3.3. RESULTATS 
II.3.3.1. SOURIS NOD 
II.3.3.1.a. Paramètres bio-cliniques 
L’ovariectomie s’accompagne d’une augmentation constante et modérée du poids 
corporel et d’une diminution du poids utérin. Cette atrophie utérine est aussi observée chez les 
souris du groupe ONE puisque à 8 semaines de l’implantation du pellet d’E2 les 
concentrations circulantes en E2 sont revenues au niveau de celles des souris ovariectomisées. 
 
Tableau 1 : Caractéristiques bio-cliniques des souris NOD 8 semaines après l’uninéphrectomie. * p<0.05 et  
** p<0.01 par rapport aux groupes C et N. 
 
 C N O ON ONE 
      
n = 9 10 7 10 9 
Poids corporel (g) 25±0.5 25±0.3 27.3±0.8* 27.6±1* 28.7±0.6* 
Poids utérus (mg) 188±13 235±17 27.8±0.8** 26.8±1** 27±2.3** 
Glycémie (g/L) 1.05±0.09 1.37±0.16 1.26±0.12 1.18±0.05 1.11±0.06 
Pression artérielle moyenne 
(mmHg) 
73.8±3 72.3±2.2 71.1±2.5 70.5±2.2 71.2±2.3 
 
II.3.3.1.b. Poids du rein controlatéral après néphrectomie 
Après néphrectomie, le poids rénal augmente rapidement pour se stabiliser dès la fin 
de la première semaine. La carence en œstrogènes diminue à la fois l’amplitude et la cinétique 
d’installation de l’hypertrophie rénale controlatérale. La substitution en E2 à dose 
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physiologique prévient les altérations du poids rénal induites par l’ovariectomie mais ne 




Figure 1 : Poids du rein controlatéral à l’uninéphrectomie (rein droit) à 1, 4 et 8 semaines après la néphrectomie 
et pourcentage de croissance au bout de 8 semaines. Temps 0 : poids du rein gauche néphrectomisé ; ** p<0.01 
et *** p<0.001 par rapport au temps 0 de chaque groupe ; †† p<0.01. 
 
Cette augmentation du poids rénal s’effectue en deux étapes. La première phase est 
précoce et débute dès les 24 premières heures avec augmentation du contenu en eau sans 
augmentation du poids sec. Cette phase correspond à la phase d’hyperplasie initiale et 
transitoire (541). Au bout de la première semaine après néphrectomie, la proportion 
d’hydratation du tissu rénal redevient normale à 80% de contenu en eau alors que 
l’hypertrophie rénale est installée. Cette seconde phase correspond à l’hypertrophie rénale au 
cours de laquelle le contenu en ADN et en protéines augmente proportionnellement (541-
544). 
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Figure 2 : Variation de l’hydratation du rein au cours du phénomène d’hyperplasie/hypertrophie, 24 heures,  
1 semaine et 8 semaines après uninéphrectomie. ns : non significatif ; * p<0.05, ** p<0.01 et *** p<0.001. 
 
II.3.3.1.c. Paramètres fonctionnels rénaux 
Huit semaines après la néphrectomie, l’hypertrophie rénale s’accompagne d’une 
augmentation du débit de filtration glomérulaire (clearance de l’inuline). Contrairement au 
poids du rein, cette augmentation est plus importante en cas d’ovariectomie (forte amplitude 
entre les groupes O et ON) qu’en présence d’E2 (amplitude de variation plus faible entre les 
groupes C, N et ONE). Cependant, l’albuminurie ne présente pas de variation significative 
entre les groupes. 
 
Figure 3 : Clearance de l’inuline (DFG) et albuminurie, 8 semaines après uninéphrectomie. * p<0.05 par rapport 
au groupe C ; † p<0.05 et †† p<0.01 par rapport au groupe O ; ‡ p<0.05. 
 
II.3.3.1.d. Etude histomorphométrique 
L’analyse histomorphométrique de glomérules colorés à l’acide périodique de Schiff 
(PAS) montre que le volume glomérulaire augmente uniquement lors de la substitution en E2 
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à dose physiologique (mais responsable de concentrations plasmatiques d’E2 comparables à 
celles observées en période de gestation). Le volume mésangial fractionnel augmente 
fortement dans le groupe ON alors qu’il n’est pas significativement altéré dans les autres 
groupes. 
 
Figure 4 : Volume glomérulaire et volume mésangial fractionnel dans le rein controlatéral après 
uninéphrectomie. ** p<0.01 et *** p<0.001 ; † p<0.05 et †† p<0.01 par rapport au groupe N. 
 
II.3.3.2. SOURIS C57BL6 
II.3.3.2.a. Paramètres bio-cliniques 
Les animaux des groupes ON et ONE présentent de façon attendue une augmentation 
du poids corporel et une atrophie utérine. Curieusement les animaux du groupe ONEd 
présentent un poids corporel moindre que ceux du groupe ONE alors que la durée de 
substitution en E2 est identique entre eux. 
 
Tableau 2 : Caractéristiques bio-cliniques des souris C57Bl6 34 semaines après l’uninéphrectomie. ** p<0.01 
par rapport aux groupes C et N ; †† p<0.01 par rapport aux groupes C et N ; ‡ p<0.05 par rapport au groupe 
ONEd. 
 
 C N ON ONE ONEd 
      
n= 6 8 6 8 6 
Poids corporel (g) 26±1 27±1 34±1†† 30±1††‡ 27±0.5 
Poids utérus (mg) 140±24 149±38 21±3** 15±1** 21±4** 
Pression artérielle moyenne 
(mmHg) 
77.1±2.4 74.4±1.7 81.8±2.3 82.7±1.6 74.9±3 
 
 73
Annexe : Travaux en cours 
II.3.3.2.b. Poids rénal controlatéral après néphrectomie 
Le poids du rein controlatéral à l’uninéphrectomie augmente progressivement sans 
réelle stabilisation dans le groupe N. Chez les animaux ovariectomisés (groupe ON) 
l’hypertrophie rénale est moindre et n’évolue plus significativement entre la 8ième et la 34ième 
semaine après néphrectomie. La substitution en E2 concomitante à la néphrectomie (groupe 
ONE) permet de maintenir une augmentation progressive du poids du rein même si elle est 
moindre que dans le groupe N. Enfin, la substitution différée en E2 permet d’obtenir un poids 
rénal non significativement différent de celui des animaux du groupe ONE. 
 
 
Figure 5 : Poids du rein controlatéral à l’uninéphrectomie (rein droit) à 1, 8 et 34 semaines après la 
néphrectomie et pourcentage de croissance au bout de 8 et 34 semaines. Temps 0 : poids du rein gauche 
néphrectomisé ; * p<0.05 et ** p<0.01 par rapport au temps 0 de chaque groupe ; † p<0.05 et †† p<0.01. 
II.3.3.2.c. Fonction rénale 
Trente quatre semaines après l’uninéphrectomie, le DFG n’est pas différent entre les 
groupes N, ON et ONE. En revanche, le DFG est significativement altéré dans le groupe 
ONEd où la substitution en E2 est différée de 4 mois par rapport à la néphrectomie. 
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Figure 6 : Débit de filtration glomérulaire mesuré par la clearance de l’inuline 34 semaines après 
uninéphrectomie. ** p<0.01. 
 
II.3.3.2.d. Etude histomorphométrique 
 
Figure 7 : Volume glomérulaire et volume mésangial fractionnel 34 semaines après uninéphrectomie. * p<0.05 
par rapport au groupe C ; † p<0.05 et †† p<0.01 par rapport au groupe N ; ** p<0.01. 
 
Le volume glomérulaire augmente chez tous les animaux néphrectomisés par rapport 
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aux animaux contrôles. Dans le groupe ONEd, cette augmentation n’est pas présente en valeur 
absolue mais apparaît après standardisation sur le DFG. Curieusement, le volume mésangial 
fractionnel est globalement stable dans les groupes N et ONE, il augmente sensiblement dans 
le groupe ON et se majore fortement chez les animaux substitués tardivement en E2. 
 
 
Figure 8 : Aspect histologique des glomérules du cortex superficiel 34 semaines après uninéphrectomie. 
Coloration au PAS, grossissement x400. 
Le volume glomérulaire est identique entre les groupes C, N, ON et ONE. Il est 
diminué dans le groupe ONEd. L’espace mésangial est diminué dans le groupe N et augmenté 
dans les groupes ON, ONE et ONEd. 
II.3.4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Comme dans l’hypertrophie du diabète, la carence en E2 est responsable d’une 
moindre hypertrophie rénale compensatrice après uninéphrectomie. Cette observation est 
concordante avec les enquêtes épidémiologiques chez la femme qui montrent une 
augmentation de l’incidence des maladies rénales chroniques chez les femmes âgées et 
ménopausées (436). De ce fait, l’hypothèse d’une modulation du phénomène d’hypertrophie 
rénale pourrait être une partie de l’explication de l’efficacité du traitement hormonal 
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substitutif pour diminuer l’albuminurie et augmenter la clearance de la créatinine chez les 
femmes ménopausées (457, 458). Cependant, nos résultats montrent que si l’E2 semble 
bénéfique lorsqu’il est administré concomitamment à la mise en jeu de phénomènes 
physiologiques rénaux d’adaptation ou de réparation, ceux-ci apparaissent délétères lorsqu’ils 
sont administrés tardivement. Cette ambivalence de l’E2 a été retrouvé dans le domaine de la 
neuroprotection (604, 605) suggérant l’hypothèse d’une « critical period » en post-ménopause 
immédiat pour l’introduction d’un traitement hormonal de la ménopause (THM)(606, 607). 
Cependant, cette hypothèse de fenêtre thérapeutique idéale, un peu simpliste, fait l’objet 
d’efforts importants de recherche pour identifier quels sont les mécanismes mis en jeu dans 
ces effets protecteurs ou délétères de l’E2 (608). Dans le domaine de la néphroprotection, un 
travail a montré qu’une administration intermittente d’E2, bien qu’inefficace pour diminuer 
l’albuminurie et l’accumulation de matrice extracellulaire, ne s’accompagnait pas d’effets 
délétères rénaux (343). Cependant, nos travaux ont montré qu’une administration temporaire 
d’E2 sur 60 jours après la néphrectomie s’accompagne d’effets rémanents 34 semaines après 
la néphrectomie sur le poids du rein et le volume mésangial fractionnel même si ces 
modifications n’ont pas d’impact apparent sur le DFG. Cela suggère qu’une administration 
ciblée et temporaire puisse être suffisante au moins au cours des altérations rénales aiguës 
comme la néphrectomie.  
Enfin, les différences de profil de réponse sur la cinétique et l’amplitude de 
l’hypertrophie rénale entre les souris NOD « fragiles du rein » et les souris C57Bl6 « plus 
résistantes » suggèrent :  
[ 1) que l’importance des prédispositions individuelles joue probablement un 
rôle important dans les capacités rénales à répondre aux situations 
néphrotoxiques. Dans ce cadre, tous les compartiments du rein peuvent être 
concernés (glomérules, tubules, interstitium et capillaires), puisque l’E2 peut 
agir directement ou indirectement sur ces structures. Le compartiment 
microvasculaire rénal (glomérules et capillaires péritubulaires) est 
probablement une cible de choix dans les phénomènes d’adaptation/réparation 
du rein en raison de son importance quantitative et de sa fonction d’interface 
entre les tubules et les cellules immunocompétentes. 
[ 2) qu’il existe probablement des différences de réponses dans les reins de 
murins ou humains notamment dans l’amplitude des réponses cellulaires 
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impliquées. En effet, le phénomène d’hypertrophie rénale compensatrice n’est 
pas équivalent chez tous les mammifères. Il est connu que le chat et le babouin 
présentent des capacités faibles d’hypertrophie rénale (540, 609) contrairement 
aux murins dont il semble qu’ils soient même capables de synthétiser des 
néphrons complets après la naissance (610). L’impact du statut œstrogénique 
sur l’hypertrophie rénale compensatrice nécessite d’être renseigné chez la 
femme avant d’envisager de faire des œstrogènes un outil thérapeutique de 
néphroprotection. 
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Annexe : Travaux en cours 
II.4. CONTRIBUTION PERSONNELLE : PLACE DES ŒSTROGENES APRES 
NEPHRECTOMIE CHEZ LA FEMME 
Ce travail s’inscrit dans un souci de recherche translationnelle entre les préocupations 
médicales de néphroprotection et nos résultats de recherche expérimentale chez le murin. 
En effet, avant de poursuivre plus avant les investigations chez l’animal concernant 
l’impact et les mécanismes de l’action néphroprotectrice des œstrogènes, il était important de 
s’assurer de la pertinence médicale d’une telle démarche. Dans ce cadre, les études 
disponibles chez l’humain ne permettaient pas de répondre clairement à la question d’un 
potentiel impact du statut œstrogénique sur l’adaptation rénale et en particulier sur 
l’hypertrophie rénale compensatrice. Nous avons donc mis en place un PHRC inter régional 
(Projet Hospitalier de Recherche Clinique) sur Toulouse, Bordeaux et Lyon qui s’intitule : 
« Impact de l’imprégnation œstrogénique sur l’adaptation rénale à l’uninéphrectomie 
chez la femme » (étude n° 08 029 08). Les inclusions de femmes réalisant un don de rein 
pour transplantation intrafamiliale ont débuté en mai 2009. La fin du PHRC est prévue pour 
juin 2012.  
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RESUME 
Justification/contexte : L’hypertrophie rénale post-néphrectomie chez la femme. Le nombre de 
patients qui se retrouve en situation de vivre de nombreuses années avec un seul rein est en 
augmentation constante (néphrectomie pour cancer rénal ou post-traumatisme, donneur vivant et 
receveur au cours de la transplantation rénale). Même si les données de la littérature ne rapportent pas 
d’insuffisance rénale à cours terme, l’adaptation rénale qui suit la réduction néphronique est 
d’intensité variable selon les individus. En l’absence d’adaptation rénale optimale, la survenue, même 
tardive, de situations potentiellement délétères pour le rein fait courir le risque d’altérations 
irréversibles de la fonction rénale. La recherche de facteurs de susceptibilité individuelle est au cœur 
des préoccupations actuelles dans le cadre des efforts de néphroprotection. L’impact du genre sur 
l’évolution de nombreuses néphropathies a été clairement montré chez l’humain grâce notamment aux 
registres épidémiologiques américains (US Renal Data System, 2007). L’impact des variations du 
statut œstrogénique a fait l’objet de recherches expérimentales récentes dans lesquelles notre équipe 
est impliquée depuis la fin des années 90. Chez la souris femelle, dans différents modèles de réduction 
néphronique (néphropathie diabétique et uni-néphrectomie), la carence œstrogénique est responsable 
d’une moindre adaptation rénale et d’une sclérose glomérulaire débutante. La substitution par des 
œstrogènes naturels (17β-œstradiol) à concentration physiologique prévient les anomalies induites par 
la castration.  
Hypothèses de recherche et résultats attendus : Afin de préciser si, chez la femme, les variations de 
l’imprégnation œstrogénique modulent aussi l’adaptation rénale à l’uni-néphrectomie, nous proposons 
de réaliser une évaluation fonctionnelle (mesure du débit de filtration glomérulaire par la méthode de 
référence de la clearance de l’inuline à l’équilibre) et morphologique (mesure du volume rénal par 
tomodensitométrie rénale sans produit de contraste) de l’adaptation du rein restant. Plusieurs études 
ont déjà montré que l’adaptation rénale controlatérale à la néphrectomie est influencée par l’âge et par 
le genre. Cependant, ces deux paramètres n’ont pas fait, à notre connaissance, l’objet d’étude 
combinée. Il n’existe donc pas de donnée exploitable dans la littérature indiquant si les variations du 
statut œstrogénique (autour de l’âge charnière des 50 ans) influence l’adaptation rénale chez la femme.  
Objectif principal : Notre critère principal correspond à la mesure statistique de la différence 
moyenne de volume rénal entre le groupe de femmes non ménopausées et le groupe de femmes 
ménopausées, non substituées. Nous avons trois objectifs secondaires : 1) le premier concerne l’étude 
de l’hypertrophie rénale compensatrice dans le sous-groupe de femmes ménopausées et substituées 
(THM) entre autre, par des œstrogènes naturels ; 2) le second concerne l’évaluation fonctionnelle de 
l’adaptation morphologique rénale ; 3) le troisième objectif est d’évaluer cette adaptation fonctionnelle 
chez les femmes ménopausées sous THM. 
Bénéfices : L’étude morphologique et fonctionnelle rénale avant et après néphrectomie est 
recommandée chez l’Humain dans le cadre des néphrectomies pour cancer et pour don de rein. Ce 
protocole ne fait qu’en préciser les modalités en faisant appel à des méthodes de références pas ou peu 
invasives. Ainsi la mesure du DFG et du volume rénal, permettront l’optimisation du suivi médico-
chirurgical pour chaque patiente prise en charge. Enfin, il est indispensable de disposer de données 
observationnelles précises chez la femme avant d’envisager des modalités de prise en charge de la 
carence œstrogénique.  
Risques : Les risques sont similaires à ceux des patientes prises en charge actuellement pour cancer 
rénal unilatéral et localisé et des patientes réalisant un don de rein dans le cadre de la transplantation 
intra familiale (pas d’examen invasif supplémentaire, pas d’administration de thérapeutique spécifique 
ni de produit de contraste iodé). En effet, ce PHRC ne fera que systématiser une prise en charge 
morpho-fonctionnelle rénale qui est déjà réalisée soit au coup par coup soit partiellement dans ces 
situations de réduction néphronique. 
Analyse des données : Les données seront présentées à l’aide de la moyenne, de l’écart type et des 
coefficients de variation de chaque paramètre testé. Les analyses seront faites avec le logiciel Stata 9.2 
SE et avec le concours de la plateforme TIERS-MIP (Plateforme de Traitement de l’Information pour 
l’Epidémiologie, la Recherche clinique et la Santé publique en Midi Pyrénées).
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I INTRODUCTION ET RATIONNEL : 
I.1 Définition : 
L’hypertrophie rénale compensatrice controlatérale après une néphrectomie unilatérale est 
un phénomène ubiquitaire chez les mammifères et notamment chez l’humain (1). Cette 
adaptation physiologique s’accompagne d’une hyperplasie et d’une hypertrophie de 
l’ensemble des néphrons. Elle intéresse à la fois le tubule rénal et le glomérule (2). Les 
mécanismes impliqués dans ce phénomène ne sont pas encore totalement connus mais ils 
dépendent, notamment, de phénomènes hémodynamiques locaux et de l’action paracrine de 
cytokines et facteurs de croissances (IGF-1, TGF-β, VEGF, EGF…) (3-5). 
I.2 Connaissance scientifique actuelle et questions : 
Où en sommes nous du suivi des patients néphrectomisés ? 
Le nombre de patients qui se retrouve en situation de vivre de nombreuses années avec un 
seul rein est en augmentation constante (néphrectomie pour cancer rénal ou post-traumatisme, 
donneur vivant et receveur au cours de la transplantation rénale).  
L’adaptation rénale qui suit une réduction néphronique chirurgicale débute précocement 
dans les 48 premières heures mais se stabilise tardivement 6 à 9 mois plus tard (2). Par la 
suite, il n’y a plus de gain morpho-fonctionnel rénal possible, ce qui implique que ces patients 
bénéficient d’une surveillance néphrologique particulière pour préserver le capital rénal 
résiduel. Dans ce cadre : 
- une sensibilisation de leurs médecins est réalisée afin de limiter toute situation 
exploratoire ou thérapeutique potentiellement néphrotoxique ;  
- ces patients doivent bénéficier d’un suivi néphrologique spécifique tout au long de 
leur vie.  
Cependant, en l’absence de facteur de susceptibilité individuel clairement établi vis-à-vis 
du risque de développer une insuffisance rénale, ce suivi est actuellement peu codifié et en 
pratique laissé à la propre appréciation de chaque équipe de praticien. La mise en évidence de 
terrains à risque de moindre adaptation rénale permettrait d’optimiser la prise en charge de 
l’ensemble de ces patients. 
L’hypertrophie rénale post-néphrectomie chez la femme 
L’hypertrophie rénale compensatrice est un phénomène d’intensité variable selon les 
individus (6-11, 19). Même si certains critères de variations sont bien connus, ils ne suffisent 
pas à expliquer l’hétérogénéité des résultats rapportés dans la littérature. Le genre est un 
critère qui influence fortement l’adaptation rénale après néphrectomie puisque l’hypertrophie 
rénale est plus ample chez l’homme que chez la femme. L’ensemble des études antérieures, 
probablement en raison d’un risque de manque de puissance statistique (faibles échantillons), 
ne distingue pas les femmes des hommes dans l’analyse de leurs observations. De ce fait, la 
recherche d’une différence d’adaptation rénale chez la femme en fonction du niveau 
d’imprégnation en œstrogènes (avant et après la ménopause) n’a pas été réalisée à notre 
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connaissance. D’autre part, la méthode de mesure de l’hypertrophie rénale influence aussi le 
résultat, puisque les mesures de la taille (hauteur) rénale sur des clichés radiographique 
réalisées dans les années 70 sous estiment clairement les augmentations spatiales en trois 
dimensions (volumes) mesurées actuellement par tomodensitométrie. 
La mise en évidence détaillée des différents paramètres qui modulent l’hypertrophie rénale 
est une étape préliminaire essentielle avant d’envisager leur prise en charge afin d’optimiser 
l’adaptation du rein résiduel. En effet, en l’absence de toutes les conditions pour obtenir une 
adaptation rénale initiale optimale, la survenue, même à long terme, de situations 
potentiellement délétères pour le rein fait courir le risque de séquelles morphologiques et 
fonctionnelles rénales.  
La recherche de facteurs de susceptibilité individuelle est au cœur des préoccupations 
actuelles dans le cadre du concept plus global de néphroprotection. L’impact du genre sur 
l’évolution de nombreuses néphropathies a été clairement montré chez l’humain grâce 
notamment aux registres épidémiologiques américains (12). L’évolution de nombreuses 
néphropathies (28, 29) est moins sévère chez la femme que chez l’homme à l’exclusion des 
néphropathies diabétique et lupique où les données de la littérature sont particulièrement 
contradictoires (27). 
Hypertrophie rénale compensatrice et carence en œstrogène chez l’animal 
Les variations du statut œstrogénique ont fait l’objet de recherches expérimentales récentes 
dans lesquelles notre équipe est impliquée depuis la fin des années 90. In vitro, l’activation du 
récepteur alpha des œstrogènes (ERα) par des concentrations physiologiques en 17β-œstradiol 
induit l’expression et l’activation de la MMP-9, principale métallo-protéinase glomérulaire 
limitant ainsi l’accumulation de matrice extracellulaire (26). In vivo, chez la souris femelle 
NOD (Non Obèse et Diabétique), qui développe un diabète insulino-dépendant proche du 
diabète de type I humain, la carence œstrogénique induite par ovariectomie s’accompagne 
précocement d’une sclérose glomérulaire débutante (13). Alors que la néphropathie diabétique 
s’accompagne habituellement d’une phase initiale d’hypertrophie rénale et glomérulaire, les 
souris ovariectomisées présentaient d’emblée une franche évolution vers la fibrose 
glomérulaire. La substitution en œstrogènes naturels (17β-œstradiol) à concentration 
physiologique par des implants à libération prolongée prévient l’ensemble des anomalies 
induites par la castration. Cette réduction inhabituelle de la capacité d’hypertrophie rénale en 
situation de carence œstrogénique nécessitait d’être confirmée dans un modèle qui 
s’affranchissait notamment des perturbations métaboliques du diabète.  
La néphrectomie unilatérale chez la souris femelle non diabétique (C57Bl6) s’accompagne 
comme chez l’humain d’une hypertrophie rénale adaptatrice controlatérale pure sans 
insuffisance rénale. Dans ce modèle, l’ovariectomie  s’accompagne d’une réduction de 
l’hypertrophie rénale (principalement aux dépens du compartiment tubulaire comme chez 
l’humain) avec une sclérose glomérulaire débutante. La substitution en 17β-œstradiol, comme 
dans le modèle précédent, prévient l’ensemble des anomalies structurelles induites par 
l’ovariectomie (14). Dans la littérature, d’autres travaux confirment l’implication rénale des 
œstrogènes. Dans ce cadre, Sun et al. ont montré dans un modèle de souris invalidées pour le 
gène du récepteur alpha des œstrogènes (ERα), que le rein controlatéral à la néphrectomie 
présente une hypertrophie moindre que celui des animaux non invalidés pour ce gène (24). 
Concernant les mécanismes potentiellement impliqués, l’imprégnation en œstradiol 
s’accompagne, dans le diabète de type I, d’un rééquilibrage en faveur de la voie de l’IGF-1 
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par rapport à celle du TGFβ. La surexpression et l’activation de la voie de l’IGF-1, de mise en 
œuvre précoce, représentent l’un des principaux mécanismes de l’hypertrophie rénale dans de 
nombreuses néphropathies. La mise en jeu de la voie du TGFβ est en revanche fortement 
orientée vers l’accumulation de la matrice extracellulaire qui aboutit progressivement à une 
fibrose rénale irréversible. La carence en œstrogène s’accompagne d’une surexpression de la 
voie pro-fibrosante du TGFβ alors que la substitution en œstradiol s’accompagne d’une 
surexpression de la voie pro-hypertrophiante de l’IGF-1 (13). 
I.3 Hypothèses de recherche et résultats attendus : 
Afin de préciser si, chez la femme, les variations de l’imprégnation œstrogénique modulent 
aussi l’adaptation rénale à l’uni-néphrectomie, nous proposons de réaliser une évaluation 
fonctionnelle (mesure du débit de filtration glomérulaire par la méthode de référence de la 
clearance de l’inuline à l’équilibre) et morphologique (mesure du volume rénal par 
tomodensitométrie rénale sans produit de contraste) de l’adaptation du rein restant. 
Plusieurs études ont déjà montré que l’adaptation rénale controlatérale à la néphrectomie 
est influencée par l’âge et par le genre (3, 7, 8, 13). Cependant, ces deux paramètres n’ont pas 
fait, à notre connaissance, l’objet d’étude combinée. Il n’existe donc pas de donnée 
exploitable dans la littérature indiquant si les variations du statut œstrogénique (autour de 
l’âge charnière des 50 ans) influence l’adaptation rénale chez la femme.  
L’hypertrophie rénale après réduction néphronique est un phénomène ubiquitaire chez les 
mammifères, cependant l’amplitude de cette adaptation est variable en fonction de l’espèce 
considérée. Si les observations faites chez la souris peuvent être transposées chez l’humain, 
les résultats que nous attendons sont une moindre hypertrophie rénale controlatérale chez les 
femmes carencées en œstrogènes (femmes ménopausées non substituées) sans altération 
majeure de la fonction rénale. Pour préciser ce dernier point, seule la précision d’une mesure 
de référence du DFG permettra de renseigner s’il existe précocement un décalage fonctionnel 
rénal.  
Ces paramètres morpho-fonctionnels (mesure du DFG et volume rénal) seront analysés 
dans deux sous populations distinctes (prise en charge médicale et études statistiques 
spécifiques) mais complémentaires sur le plan physiopathologique (centrées sur l’uni-
néphrectomie chez la femme). L’une des sous population comprendra des femmes uni-
néphrectomisées pour cancer rénal unilatéral et localisé, l’autre des femmes effectuant un don 
de rein dans le cadre de la transplantation intrafamiliale (pour détails voir paragraphe V). 
Avant d’envisager des études cliniques plus interventionnelles chez l’humain (substitution 
en œstradiol), il est donc indispensable de préciser le degré de validité des résultats obtenus 
dans le cadre de la recherche expérimentale, ce qui est le principal but de ce PHRC. 
I.4 Rapport bénéfice/risque : 
Bénéfices :  
L’étude morphologique et fonctionnelle rénale avant et après néphrectomie est 
recommandée chez l’Humain dans le cadre des néphrectomies pour cancer et pour don de 
rein. Ce protocole ne fait qu’en préciser les modalités en faisant appel à des méthodes de 
références pas ou peu invasives. Ainsi la mesure du DFG et du volume rénal, permettront 
l’optimisation du suivi médico-chirurgical pour chaque patiente prise en charge. Enfin, il est 
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indispensable de disposer de données observationnelles précises chez la femme avant 
d’envisager des modalités de prise en charge de la carence œstrogénique.  
Risques :  
Les risques sont similaires à ceux des patientes prises en charge actuellement pour cancer 
rénal unilatéral et localisé et des patientes réalisant un don de rein dans le cadre de la 
transplantation intra familiale (pas d’examen invasif supplémentaire, pas d’administration de 
thérapeutique spécifique ni de produit de contraste iodé). En effet, ce PHRC ne fera que 
systématiser une prise en charge morpho-fonctionnelle rénale qui est déjà réalisée soit au coup 
par coup soit partiellement dans ces situations de réduction néphronique. 
II OBJECTIFS : 
II.1 Objectif principal :  
L’objectif principal concerne l’évaluation de l’hypertrophie rénale compensatrice à la 
néphrectomie controlatérale. Le volume rénal sera calculé grâce à la formule modifiée d’une 
l’ellipsoïde à partir de la mesure des trois axes principaux du rein par Tomodensitométrie 
rénale SPC pour chaque patiente avant la chirurgie et un an après la néphrectomie (25). La 
mesure sera standardisée à la surface corporelle standard de 1,73m2. Les deux mesures, avant 
et un an après la néphrectomie, permettront de calculer la différence moyenne de volume 
rénal standardisé dans chaque groupe étudié.  
Notre critère principal correspond à la mesure statistique de la différence moyenne de 
volume rénal entre le groupe de femmes non ménopausées et le groupe de femmes 
ménopausées, non substituées. Ce critère principal sera appliqué au deux sous populations des 
dons de rein et des cancers rénaux avec des amplitudes d’hypertrophie rénale attendues 
différentes. 
II.2 Objectifs secondaires : 
Nous avons trois objectifs secondaires : 
1) Le premier concerne l’étude de l’hypertrophie rénale compensatrice dans le groupe de 
femmes ménopausées et substituées (THM) entre autre par des œstrogènes naturels. Ce 
premier objectif rajoute une dimension complémentaire importante à cette étude. Il s’agit, 
après avoir observé les conséquences de la ménopause (carence œstrogéno-progestative) sur 
l’adaptation rénale, d’étudier qu’elles sont les conséquences rénales d’une substitution 
spécifique en œstradiol. Idéalement, cet objectif aurait dû être intégré d’emblé dans le critère 
principal, cependant seules 20% des femmes ménopausées sont substituées actuellement par 
traitement hormonal de la ménopause (THM) dans l’ensemble de la population française (16). 
Dans les populations étudiées ici, la proportion de THM n’est malheureusement pas connue. 
Ces femmes misent sous THM préalablement à l’étude (et donc préalablement à la 
néphrectomie) seront incluses dans ce PHRC. Si les effectifs atteignent un nombre suffisant 
(ce qui est probable dans la sous population d’urologie, si l’étude est poursuivie sur deux ans),  
les informations provenant de ce groupe seront analysées comme provenant d’un groupe à 
part entière. D’autre part, si un THM est introduit au cours de la période d’étude 
(conformément à l’AMM de la thérapeutique concernée), les femmes concernées seront 
sorties de l’étude, sans exploitations possible des données.  
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Dans ce cadre, notre critère de jugement sera la mesure statistique de la différence 
moyenne de volume rénal (établie comme détaillée supra) entre le groupe de femmes 
ménopausées non substituées et le groupe de femmes ménopausées sous THM préalablement 
à la néphrectomie. L’analyse de ce critère sera appliquée aux deux populations des dons de 
rein et des cancers rénaux.  
 
2) Le second objectif concerne l’évaluation fonctionnelle de l’adaptation morphologique 
rénale. Ce critère crucial est relégué au rang de « secondaire » en raison de la difficulté 
prévisible de mettre en évidence une différence statistique dans une cohorte de faible effectif, 
et de surcroît suivie sur une durée courte. Dans ce cadre, il est effectivement peut probable 
d’observer une différence significative avec les principaux moyens d’estimation de la fonction 
rénale. En effet, la valeur prédictive individuelle (VPI) déterminée par un test de concordance 
(représentation de Bland et Altman) montre que le biais global (moyenne des différences entre 
mesure estimée et mesure exacte du DFG) de la clearance de la créatinine mesurée sur 24h ou 
estimée par la formule de Cockroft et Gault est de l’ordre de 15 à 20 ml/min/1,73m² avec une 
précision (écart type à la moyenne des biais individuels) comprise entre 25 à 30 
ml/min/1,73m² (données en cours de publication). De ce fait, pour s’affranchir de ces 
imprécisions de mesure, notamment dans une cohorte de faible effectif, nous avons choisi de 
réaliser une mesure exacte du Débit de Filtration Glomérulaire (DFG) par la méthode de 
référence de la clearance de l’inuline. Cette méthode, réalisée en routine dans le service des 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques pourra permettre de déterminer s’il existe une 
différence de fonction rénale dans le délai imparti. La mesure du DFG serait réalisée pour 
chaque patiente une première fois avant la chirurgie (bilan pré-opératoire) et une seconde fois 
un an après la néphrectomie. Notre critère de jugement sera la mesure statistique de la 
diminution moyenne du débit de filtration glomérulaire standardisé à la surface corporelle 
standard (1,73 m2) entre un groupe de femmes non ménopausées et un groupe de femmes 
ménopausées et non substituées. Cette comparaison ne pourra avoir lieu que dans la cohorte 
de patientes recrutées à Toulouse (50% des femmes uni-néphrectomisées pour cancer rénal et 
environ 90% des femmes pour don de rein). 
 
3) Le troisième objectif est d’évaluer cette adaptation fonctionnelle chez les femmes 
ménopausées sous THM. Dans ce cas, notre critère de jugement sera la mesure statistique de 
la diminution moyenne du DFG standardisé à la surface corporelle entre le groupe de femmes 
ménopausées non substituées et le groupe de femmes ménopausées sous THM. 
III PLAN EXPERIMENTAL : 
Etude physiopathologique, observationnelle, multicentrique (Hôpitaux de Toulouse et de 
Bordeaux), ouverte, en groupes parallèles. 
IV CRITERES DE JUGEMENTS 
IV.1 Critère principal 
Il s’agit d’un critère morphologique obtenu par tomodensitométrie sans produit de 
contraste avec reconstruction pour mesurer le volume rénal. Cette mesure sera standardisée à 
la morphologie du sujet en la rapportant à la mesure à la surface corporelle standard de 1,73 
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m2 (le rapport à la mesure du plateau vertébral des vertèbres lombaire (17) ne peut pas être 
utilisé, ici, en raison du risque d’arthrose lombaire chez les femmes ménopausées). Cet 
examen morphologique fait partie intégrante du bilan pré- et post-chirurgical des patientes 
d’urologie conformément aux recommandations de la prise en charge des tumeurs du rein 
établies en 2004 (18). En revanche, cet examen est à prévoir un an après la néphrectomie dans 
le cadre du suivi après don d’organe où seule une échographie de l’appareil urinaire est 
actuellement réalisée (tomodensitométrie rénale réalisée en pré-opératoire).  
Cet examen sera réalisé à Toulouse et à Bordeaux de façon identique dans l’ensemble des 
deux populations. 
IV.2 Critères secondaires : 
Il s’agit de la mesure du Débit de Filtration Glomérulaire (DFG) par la mesure de la 
clairance de l’inuline à l’équilibre, critère fonctionnel rénal de référence. Cette mesure 
réalisée en routine au CHU de Rangueil, nécessite une hospitalisation de jour (dans le service 
des Explorations Fonctionnelles Physiologiques) au cours de laquelle le traceur inerte 
(inuline : polymère de fructose non métabolisable par l’organisme humain) est injecté par 
perfusion intraveineuse à débit constant pendant trois heures. Après 60 min d’équilibration du 
taux plasmatique d’inuline, deux périodes de mesure de 60 min chacune sont réalisées. 
Chaque période comprend une prise de sang veineuse (dosage de l’inuline plasmatique) et un 
recueil d’urine obtenu par miction (mesure du débit d’urine et dosage de l’inuline urinaire). 
Ces paramètres permettent de calculer le DFG, assimilé à la clearance rénale de l’inuline, et 
standardisé à la surface corporelle standard de 1,73 m2. Les données sont sauvegardées 
quotidiennement sur le serveur informatique du CHU. Cette mesure du DFG est déjà réalisée 
depuis le début des années 2000 dans le bilan fonctionnel rénal avant et après don de rein 
(donneurs vivants). En revanche, cet examen est à prévoir chez les patientes d’urologie où 
seule une estimation de la clairance de la créatinine est réalisée actuellement. Enfin, bien que 
l’inuline soit dénuée d’action pharmacologique, son administration peut s’accompagner 
d’exceptionnelles manifestations de type allergique par réaction croisées avec les alcaloïdes 
végétaux associés à l’inuline per-os utilisée par l’industrie agro-alimentaire (produits allégés 
du commerce). Il s’agit principalement de bronchospasmes cédant rapidement aux broncho-
dilatateurs usuels dont la fréquence est évaluée < 0,01% dans notre service. 
Cette mesure ne pourra être réalisée que sur le site Toulousain en raison de l’absence de 
plateforme d’exploration fonctionnelle rénale pratiquant en routine ce type de mesure à 
Bordeaux.  
 
POPULATION ETUDIEE : 
IV.3 Critères d’inclusion : 
- Age supérieur ou égal à 20 ans et inférieur ou égal à 80 ans, 
- Sexe féminin, 
- DFG (estimé par formule de MDRDs) ≥ 50 mL/min/1.73m2.  
- Population « principale » : Néoplasie rénale unilatérale, localisée dont le traitement 
à visée curative repose sur la seule cure chirurgicale (néphrectomie). Tumeur de 
stade T1 et T2, M0, N0 
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- Population « secondaire » : Don de rein dans le cadre de la transplantation 
intrafamiliale, 
- Absence d’anomalies morphologique rénale significative et/ou des voies urinaires 
coexistantes sur les deux reins, 
- Absence de participation à une autre étude clinique dans les 3 mois précédent 
l’inclusion, 
- Absence de toute pathologie physique et psychique pouvant interférer avec la 
réalisation normale de l’étude, 
- Consentement libre et éclairé de la patiente, par ailleurs affiliée à un régime de 
sécurité sociale. 
A noter que pour les femmes ménopausées qu’elles soient préalablement substituées ou 
non par des œstrogènes naturels (Traitement Hormonal de la Ménopause : THM) ne 
posera pas de problèmes d’inclusion. 
IV.4 Critères d’exclusion : 
- Allergies connues à l’inuline, aux artichauts et produits allégés du commerce,  
- Insuffisance rénale connue et/ou débit de filtration glomérulaire estimé par la 
formule MDRDs inférieur à 50 mL/min/1,73m², 
- Introduction par un tiers d’un THM en cours d’étude, 
- Anomalies morphologiques congénitales rénales graves, 
- Polykystose rénale et/ou kyste rénal volumineux supérieur à 3 cm, antécédent de 
diabète sucré et amylose rénale en raison d’une augmentation du volume rénal 
inhérent à ces pathologies, 
- Corticothérapie au long cours (>1 mois), 
- Thérapeutique néphrotoxique (notamment AINS, aminosides, produit de contraste 
iodé) dans les quinze jours avant chaque mesure du DFG en raison de 
conséquences fonctionnelles rénales incontrôlées, 
- Maladie rénale préexistante (autre que la néoplasie primitive unilatérale pour la 
population « principale ») susceptible d’avoir des conséquences morphologiques et 
fonctionnelles rénales incontrôlées, 
- Absence de prise en charge par un régime de sécurité sociale, 
- Refus de signer le consentement, 
- Patient sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou curatelle. 
 
IV.5 Nombre de sujets nécessaires : 
Calcul de puissance sur le critère principal (morphologique) : 
 
Dans la population des cancers du rein (population « principale ») : 
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L’évaluation du critère principal, nécessite de comparer la différence moyenne de volume 
rénal standardisé entre le groupe de femmes non ménopausées et le groupe de femmes 
ménopausées non substituées (avec un rapport de 1,85 entre les deux groupes).  
Les données disponibles dans la littérature montrent que :  
1) la néoplasie rénale s’accompagne d’une hypertrophie rénale controlatérale préexistante à 
celle induite par la néphrectomie curatrice du cancer. Cette hypertrophie pré-chirurgicale est 
évaluée en moyenne chez l’humain à 136% un mois avant la néphrectomie par rapport au 
volume rénal moyen d’une population contrôle (19).  
2) L’hypertrophie rénale post-néphrectomie varie de 113% (19) à 120% (21) un an après la 
chirurgie sans aucune précision d’écart type. De plus, ces données qui concernent l’adulte 
sont obtenues sans distinction ni du genre ni du statut gonadotrope des sujets. 
Nos travaux de recherche expérimentale (14) comme ceux de la littérature (24) montrent 
que la carence œstrogénique s’accompagne d’une moindre hypertrophie rénale compensatrice 
à la néphrectomie. Par ailleurs, nous avons montré chez la souris C57BL6 uni-
néphrectomisée, que l’ovariectomie s’accompagne d’une diminution significative de 
l’hypertrophie rénale compensatrice d’environ -17,3% par rapport aux animaux normalement 
imprégnés en œstradiol (14).  
Nous faisons donc l’hypothèse que les femmes non ménopausées présentent une 
hypertrophie rénale ample (proche de la valeur haute de la fourchette rapportée dans la 
littérature) et que les femmes ménopausées non substituées présentent une moindre 
hypertrophie rénale (proche de la valeur basse rapportée dans la littérature).  
Dans ce cadre, l’augmentation moyenne de volume rénal standardisé attendue dans le 
groupe de femmes non ménopausées (+ 120%) est de VRpost – VRpré = 244,8 – 204 = 40,8 
cm3/1,73m2 avec un écart type arbitraire de 15 (VRpré = volume rénal avant néphrectomie ; 
VRpost = volume rénal après néphrectomie). De la même manière, l’augmentation moyenne 
de volume rénal standardisé attendue dans le groupe de femmes ménopausées non substituées 
est de 230,5 – 204 = 26,5 cm3/1,73m2 avec un écart type arbitraire de 10.  
Il a été nécessaire, pour calculer le nombre de sujets à inclure, de déterminer des écarts 
type « arbitraires ». Malgré l’absence de données dans la littérature, ces écarts types ont été 
estimés à partir de données de nature empirique. En effet, même si dans une population 
donnée, le volume rénal est particulièrement variable (globalement proportionnel à la masse 
corporelle ou plus précisément à la masse maigre), l’augmentation moyenne de volume rénal 
standardisé après uni-néphrectomie est plus stable car elle dépend, notamment, de facteurs 
hémodynamiques, métaboliques, hormonaux, paracrines et autocrines (que nous ne 
détaillerons pas ici) qui ne sont pas ou peu influencés par des variations de morphotype. De ce 
fait, envisager des écarts types peu importants semble raisonnable dans le cas présent.  
 
Pour une puissance de 90%, un risque alpha de 5%, on obtient 20 sujets nécessaires dans le 
groupe de femmes non ménopausées et 37 dans le groupe de femmes ménopausées non 
substituées. Une soixantaine de femmes sont uni-néphrectomisées chaque années dans chacun 
des deux CHU. En tenant compte des perdues de vue et autres données incomplètes non 
exploitables, un recrutement interrégional sur un an est envisageable. 
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Dans la population de don de rein : 
L’évaluation du critère de jugement principal dans cette population, nécessite de comparer 
la différence moyenne de volume rénal standardisé entre le groupe de femmes non 
ménopausées  et le groupe de femmes ménopausées non substituées (une répartition proche de 
50/50 est attendue).  
L’analyse de la littérature ne retrouve à notre connaissance que peu de publications à ce 
sujet (20, 23). La plus aboutie remonte à 1972 où Boner et al. ont montré que l’augmentation 
de la taille du rein standardisée après néphrectomie des femmes de moins de 50 ans (+ 122,75 
% ; n= 5) était plus importante que celle des reins des femmes de plus de 50 ans (+ 114,7 % ; 
n= 3). Cependant, la seule mesure de la longueur du rein sous estime l’augmentation de 
volume. En revanche, l’hypertrophie rénale post-néphrectomie après cancer rénal chez 
l’adulte (21) et l’enfant (22) a fait l’objet de nombreuses études.  
Une augmentation du volume rénal standard de +130% peut être retenue comme valeur 
moyenne attendue dans le groupe des femmes non ménopausées. Sur la base d’un volume 
rénal standard assimilé à une ellipsoïde modifiée (Volume rénal = 0,523*L*l*AT où L= 
longueur ; l= largeur et AT= longueur antéro-postérieure) égal à 150 cm3/1,73m2 (25), 
l’augmentation moyenne de volume rénal standard correspond à VRpost – VRpré = 195 – 150 
= 45 cm3/1,73m2 avec un écart type arbitraire de 15. De la même manière, une augmentation 
moyenne de volume rénal standard de + 115 % peut être retenue (23) dans le groupe de 
femmes ménopausées non substituées ce qui correspond à VRpost – VRpré = 172,5 – 150 = 
22,5 cm3/1,73m2 avec un écart type arbitraire de 8. 
Pour une puissance de 90%, un risque alpha de 5%, on obtient 6 sujets nécessaires dans 
chaque groupe de femmes. A Toulouse, une dizaine de femmes environ effectuent un don de 
rein qui pourra être porté entre 12 et 15 sur l’ensemble des deux CHU. En sachant que le 
risque de perdue de vue est nettement plus faible dans cette population que dans la 
précédente, un recrutement sur un an est envisageable.  
 
Calcul de puissance sur le critère secondaire (fonctionnel) : 
Nous voulons comparer la diminution moyenne du DFG standardisé à la surface corporelle 
standard entre les deux groupes ménopausées ou non et ce dans les deux populations. Il 
n’existe pas, à notre connaissance, de données dans la littérature qui compare dans ce type de 
population la variation de DFG mesurée de façon exacte par une méthode de référence. 
Cependant, seule une mesure de ce type peut permettre de détecter, précocement, une 
variation fonctionnelle rénale débutante dans ce cadre « d’agression rénale » aiguë ou 
l’insuffisance rénale n’est détectée, quand elle existe, par les moyens usuels que longtemps 
après. Dans ce cadre, le calcul basé sur les estimations disponibles dans la littérature est donné 
à titre indicatif. 
 
1) hypothèse de variation du DFG dans le groupe des cancers du rein : 
 
Estimated sample size for two-sample comparison of means 
 
Test Ho: m1 = m2, where m1 is the mean in population 1 
                    and m2 is the mean in population 2 
Assumptions: 
         alpha =   0.0500  (two-sided) 
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         power =   0.8000 
            m1 =       30 
            m2 =       28 
           sd1 =        8 
           sd2 =        8 
         n2/n1 =     1.00 
Estimated required sample sizes: 
 
            n1 =      252 
            n2 =      252 
 
2) Calcul avec hypothèse de variation du DFG plus forte dans le groupe de femmes 
ménopausées : 
 
Estimated sample size for two-sample comparison of means 
 
Test Ho: m1 = m2, where m1 is the mean in population 1 
                    and m2 is the mean in population 2 
Assumptions: 
         alpha =   0.0500  (two-sided) 
         power =   0.8000 
            m1 =       30 
            m2 =       23 
           sd1 =        8 
           sd2 =        8 
         n2/n1 =     1.00 
 
Estimated required sample sizes: 
            n1 =       21 
            n2 =       21 
 
Le nombre de sujet nécessaires pour répondre à ce critère ne peut être déterminé plus 
finement actuellement. Il existe un risque de ne pas pouvoir mettre une différence en 
évidence. Cependant la mesure du DFG par la méthode de référence standardisée à la surface 
corporelle standard peut permettre, en réduisant l’écart type dans chaque population, d’obtenir 
une réponse à la question. Toute autre mesure moins précise du DFG n’aurait que peu de 
chances de voir une différence significative avec les effectifs de sujets que nous espérons 
recruter sur les deux CHU.  
Au total et d’après le calcul effectué sur le critère principal, le nombre de sujets 
nécessaire est de 69 femmes (voir tableau ci-dessous). En tenant compte des sujets 
perdus de vue (estimation 20%) l’inclusion des patientes pourra, si besoin, se poursuivre 
jusqu’à un total de 90 femmes. 
 Femmes non ménopausées Femmes ménopausées 
Cancer du rein n= 20 n= 37 
Don de rein n= 6 n= 6 
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IV.6 Modalité de recrutement : 
Recrutement par les Services d’Urologie participant à l’étude et à partir du Service de 
Néphrologie/UTO (des Hôpitaux de Toulouse et de Bordeaux).  
La fréquence d’inclusion souhaitée est de 3 à 4 femmes par mois au total (calculé sur une 
période de deux ans d’inclusion).  
La durée de l’étude (pour chaque patiente) doit être comprise sur une période de 12 mois 
±1 mois. 
IV.7 Randomisation : 
Il n’y a pas de randomisation prévue dans le « design » de cette étude. 
V TRAITEMENTS ADMINISTRES 
V.1 Produits administrés au cours de l’étude 
Pas de traitement étudié en particulier. 
Pas d’administration de traitement spécifique au cours de l’étude. 
Le traitement habituel de la patiente et celui afférent au traitement de la néoplasie rénale 
sont bien sûr administrés à la patiente sans modification.  
Les patientes recevrons pour mesurer le DFG une perfusion d’inuline (traceur inerte et sans 
propriétés pharmacologiques) avant la néphrectomie et un an après. 
V.2 Circuits de l’inuline 
L’approvisionnement en inuline s’effectue à partir de la pharmacie centrale de Rangueil 
(INUTEST 25% Ampullen 25 x 20 mL, ref 12 687, Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, 
Austria). Les ampoules sont stockées à température ambiante dans un placard fermé à clef du 
service des Explorations Fonctionnelles Physiologiques. Après utilisation, les ampoules vides 
(en verre) suivent la filière d’élimination des déchets verres non contaminés de l’hôpital. 
V.3 Traitements interdits 
Toutes les thérapeutiques néphrotoxiques (notamment AINS, aminosides, produit de 
contraste iodé) sont à proscrire dans les quinze jours précédents chaque mesure du DFG en 
raison de conséquences fonctionnelles rénales temporaires incontrôlées. Cependant, si elles 
s’avèrent nécessaires pour la patiente dans la période précédent la mesure du DFG, cette 
mesure ne sera pas réalisée et seules les données fonctionnelles rénales seront non utilisables 
pour cette patientes (la mesure du volume rénal, non affectée par ces traitements, pourra 
néanmoins être réalisée). 
En revanche, en cas de nécessité d’introduire une corticothérapie au long cours (sur une 
durée supérieure à un mois) c’est le volume rénal qui ne pourra être évalué de façon fiable. 
Les patientes seront alors sorties prématurément de l’étude et les données les concernant ne 
pourront être exploitées. 
Enfin, si un traitement substitutif de la ménopause doit être introduit de façon 
indispensable en cours d’étude la patiente devra sortir de l’étude prématurément et les 
résultats ne pourront pas être exploités. Dans la mesure du possible si un tel traitement doit 
être envisagé dans les six mois précèdent la fin du protocole, il est préférable que son 
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introduction soit différée après la fin de l’étude si ce report ne cause pas de préjudice 
particulier pour la patiente. 
VI DEROULEMENT DE L’ETUDE : 










Visite 2  
Post-op 
Délai par rapport à la néphrectomie -15 jours ± 7 -7 jours ± 7 0 12 mois ± 1 
     
Consentement éclairé* X    
Anamnèse médicale X    
Tests biologiques sanguins X    
Estimation DFG (CKD-EPI mixte) X   Xa 
Critères d’incl./ non incl. X X   
Taille X   X 
Poids X X  X 
     
Tomodensitométrie rénale SPC  X  X 
Mesure du DFG (Cl inuline)  Xb  Xb 
Prélèvement urinaire  X  X 
Urothèque  X  X 
     
Néphrectomie unilatérale   X  
     
Evènements indésirables graves X X  X 
Traitements concomitants X X  X 
 
a Patientes provenant des Hôpitaux de Bordeaux 
b Patientes provenant des Hôpitaux de Toulouse 
VI.2 Plan de l’étude  
Sélection 




Tomodensitométrie rénale SPC 
↓ 





Tomodensitométrie rénale SPC 
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a Patientes provenant des Hôpitaux de Toulouse  
* A noter que pour les femmes candidates à un don de rein, il s’agira à ce stade d’une 
pré-inclusion. L’inclusion en elle-même ne sera validée qu’à l’issue de l’ensemble des 
examens et des formalités du bilan pré-greffe et de l’accord de la patiente pour effectuer 
le don d’organe. 
 
VI.3 Visite de sélection 
Concernant la population « principale » des cancers du rein, la sélection des volontaires 
sera effectuée parmi les patientes prises en charge dans les différents Services d’Urologie des 
Hôpitaux de Toulouse et de Bordeaux (Pr. P. Rischmann, Pr. P. Plante, Dr. M. Thoulouzan, 
Dr. X. Game et Dr. J. Guillotreau pour les Hôpitaux de Toulouse ; Pr. Ferrière pour les 
Hôpitaux de Bordeaux). La visite de sélection sera donc réalisée dans le Service d’Urologie 
(en consultation ou en hospitalisation selon la pratique de chaque service) dans la période 
suivant l’annonce du diagnostic de cancer rénal et avant d’en débuter sa prise en charge 
chirurgicale. Les patientes recevront la notice d’information et bénéficieront d’un temps de 
réflexion adapté et suffisant. 
Concernant la sélection des volontaires dans le cadre de la population « secondaire », elle 
sera effectuée parmi les patientes candidates à un don de rein (transplantation intra-familiale) 
qui auront passé avec succès les premiers tests de compatibilité avec le donneur familial. Ces 
patientes proviendront des Services de Néphrologie et Transplantation des Hôpitaux de 
Toulouse et de Bordeaux (Prs. D. Durand, L. Rostaing, Dr N. Kamar et Dr. L. Esposito pour 
les Hôpitaux de Toulouse et Pr. P. Merville pour les Hôpitaux de Bordeaux). La visite de 
sélection sera réalisée préférentiellement dans le Service de Néphrologie/UTO au cours de la 
consultation avant don de rein. Les patientes recevront la notice d’information et bénéficieront 
d’un temps de réflexion adapté et suffisant. 
Après un examen clinique complet (interrogatoire et examen physique adapté à chaque 
patiente) et le recueil par écrit du consentement éclairé en trois exemplaires, les patientes 
bénéficieront de leur prise en charge habituelle. 
VI.4 Visite pré-opératoire d’inclusion  
Cette visite d’inclusion sera réalisée dans les mêmes services que précédemment au cours 
de la prise en charge normale de la patiente. Si la patiente donne son accord au moment de la 
visite de sélection, l’inclusion pourra être réalisée au cours de la même consultation ou 
hospitalisation. 
Si le bilan biologique (estimation de la fonction rénale) et radiologique (tomodensitométrie 
rénale SPC) valident les critères d’inclusion et de non inclusion, la volontaire sera alors 
incluse dans l’étude. Les patientes bénéficieront alors de la prise en charge habituelle pour 
leur affection respective.  
Les patientes réaliseront une tomodensitométrie rénale sans produits de contraste dans les 
Services de Radiologie correspondant (Prs. H. Rousseau et Pr. Otal pour les Hôpitaux de 
Toulouse et le Pr. N. Grenier pour les Hôpitaux de Bordeaux). Seules les patientes de 
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Toulouse bénéficieront d’une mesure du DFG par la clearance de l’inuline dans le service des 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques du Pr. I. Tack. Les patientes de Bordeaux 
bénéficieront d’une estimation de leur DFG par la formule CKD-EPI mixte (Stevens LA. Am 
J Kidney Dis. 51 : 395 ; 2008) qui combine la créatininémie et la cystatine C plasmatique. 
Un prélèvement sanguin sera réalisé à des fins de dosage de la concentration plasmatique 
d’œstradiol, de LH et de FSH.  
Enfin un  prélèvement urinaire sera réalisé notamment pour dosage du TGFβ, IGF-1, 
IGFBP3 et microalbuminurie. 
VI.5 Chirurgie en urologie : néphrectomie unilatérale 
Les patientes bénéficieront de leur prise en charge chirurgicale (néphrectomie unilatérale) 
sans retard. Elles suivront la surveillance post-chirurgicale conformément aux guides de 
bonnes pratiques en usage dans les deux contextes.  
VI.6 Visite post opératoire de fin d’étude 
Cette visite d’inclusion sera réalisée dans les mêmes services que précédemment au cours 
de la prise en charge normale de la patiente. Les patientes bénéficiant déjà dans leur prise en 
charge habituelle d’un bilan (morphologique et biologique) un an après le geste chirurgical. 
L’ensemble du bilan fonctionnel rénal, morphologique (tomodensitométrie rénale SPC) et 
les prélèvements urinaires afférents à ce PHRC seront de nouveau effectués un an après la 
néphrectomie. Les patientes sortiront alors de l’étude. 
L’étude se déroulera pour chaque volontaire sur une période d’un an ±3 mois. Il s’agit 
d’une étude observationnelle avant et après une néphrectomie unilatérale. Les volontaires 
recevront leur traitement habituel plus celui nécessaire à leur prise en charge uro-
néphrologique, indépendamment de cette étude.  
VI.7 Modalités en cas de sortie prématurée de l’étude 
La sortie du protocole se fera : 
- Soit par décision délibérée de la patiente, 
- Soit par nécessité ou décision de l’investigateur dans les cas suivant : 
- Récidive tumorale controlatérale, 
- Maladie intercurrente interférant avec la mesure du volume rénal et/ou les 
paramètres fonctionnels rénaux et/ou les différents paramètres connus 
intervenant dans les mécanismes de l’hypertrophie rénale, 
- Non respect des conditions de l’étude. 
VI.8 Contraintes liées à l’étude et indemnisation éventuelle des patientes 
Il n’y a pas de contrainte particulière en cours d’étude puisque la majorité des examens 
nécessaires pour répondre aux critères de jugement principal et secondaires dépendent de la 
prise en charge normale de ces affections. Cependant, les patientes ne pourront pas participer 
à une autre étude clinique pendant la durée de la présente étude. A noter qu’il n’y a pas de 
période d’exclusion après la sortie de ce protocole. 
Enfin, les patientes ne pourront prétendre à une indemnisation.  
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La patiente sera inscrite dans le fichier national des personnes qui se prêtent à des 
recherches biomédicales géré par le ministère de la santé et elle aura la possibilité de vérifier 
auprès du titulaire de l’autorisation du lieu de recherches ou du ministre chargé de la santé, 
l’exactitude des données la concernant présentes dans le fichier et la destruction de ces 
données au terme du délai prévu par la loi. 
VII GESTION DES EVENEMENTS INDESIRABLES 
VII.1 Définition des événements indésirables graves (EIG) 
On entend par événement indésirable, tout manifestation nocive et non recherchée subie 
par une personne participant à une recherche biomédicale, qu’elle que soit la cause de cette 
manifestation.  
Tous les événements indésirables doivent être enregistrés dans le cahier d’observation. 
Un événement indésirable grave est un événement indésirable : 
- Ayant pu contribuer à la survenue d’un décès, 
- Susceptible de mettre en jeu le pronostic vital immédiat du sujet, 
- Qui entraîne une invalidité ou une incapacité, 
- Qui provoque ou prolonge une hospitalisation. 
Le jugement médical de l’investigateur ou du promoteur pourra conduire à la déclaration 
d’autres évènements considérés comme « potentiellement graves » (notamment certaines 
anomalies biologiques). 
Une distinction est faite entre les évènements indésirables graves attendus et les évènements 
indésirables graves inattendus. 
VII.2 Description des effets indésirables graves attendus 
Les effets indésirables graves qui pourraient survenir sont : 
- « Liés à l’étude » :  
Réaction allergique (principalement bronchospasme) après injection intra-veineuse 
d’inuline (risque évalué inférieur à 0,01%). 
- « Liés à l’évolution de la maladie » : 
 Récidive de la néoplasie (stades N+ et M+) 
 Décès en rapport avec la néoplasie 
VII.3 Procédure à suivre en cas d'effets indésirables graves 
L’investigateur coordinateur (Dr. J. Allard) ou le co-investigateur en charge du suivi des 
patientes (Pr. I. Tack) informe le promoteur par téléphone, fax ou mail de la survenue d’un 
EIG, attendu ou inattendu dans les 24 heures ouvrables suivant la prise de connaissance de 
l’EIG, attendu ou inattendu puis par courrier dans les 48 heures ouvrables par la fiche de 
déclaration d'événement indésirable grave complétée : 
 
Direction de la Recherche, Hôtel-Dieu, 2 rue Viguerie, TSA 80035 
31059 Toulouse Cedex 9 
Tél : 05 61 77 87 71 / Fax : 05 61 77 84 11 
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Mail : llau.me@chu-toulouse.fr  
 
Les évènements indésirables devront être suivi jusqu’à la complète résolution. Un 
complément d’information concernant l’évolution de l’EIG, s’il n’est pas mentionné dans le 
premier rapport, sera envoyé au promoteur par l’investigateur. 
VII.4 Notification des événements indésirables à l’autorité compétente et au 
Comité de Protection des Personnes 
Conformément à la loi n° 2004-806 du 9 août 2004 relative à la politique de santé publique 
et à ses décrets d’application, le promoteur notifie les événements et effets indésirables pour 
la recherche : 
- à l’autorité compétente, 
- au Comité de Protection des Personnes compétent. Le comité s’assure, si nécessaire, que 
les patientes participant à la recherche ont été informées des effets indésirables et qu’elles 
confirment leur consentement. 
L’investigateur a la responsabilité d’informer le Centre Régional de Pharmacovigilance. 
VIII RESULTATS 
VIII.1 Recueil et gestion des données 
Les dossiers des patientes participant à l’étude seront anonymisés : ils seront identifiés par 
la première lettre du nom et la première lettre du prénom de la volontaire suivies de leur année 
de naissance. Une liste d'identification des patientes sera conservée dans le dossier des 
investigateurs (Dr. J. Allard et Pr. I. Tack). 
Les investigateurs s’assureront que l’anonymat de chaque personne participant à l’étude est 
garanti. Aucune information permettant l’identification des personnes ne sera communiquée à 
des tiers autres que ceux réglementairement habilités à détenir cette information (et qui sont 
tenus au secret professionnel). 
Les informations seront recueillies pour chaque patient sur un cahier d’observation 
standardisé rempli par les co-investigateurs. Ce cahier comprendra l’identification du patient, 
les caractéristiques de la ménopause et les données de suivi. Un document source sera tenu 
pour chaque patient participant à l’étude ; l'observation et le suivi médical concernant l'étude 
devront être consignés dans le document source. 
Toutes les données de l’étude seront transcrites dans le cahier d’observation et/ou 
conservées sur support informatique par les médecins investigateurs ou leur(s) délégué(s). Les 
cahiers d’observation seront remplis de manière lisible et indélébile au stylo à bille bleu ou 
noir. En cas d'erreur, les informations erronées seront barrées d'un simple trait, la donnée 
initiale devant rester visible, et l'information correcte sera inscrite à côté. Chaque correction 
sera motivée et authentifiée (datée et signée ou paraphée par l'investigateur). L’investigateur 
principal signera chaque cahier d’observation pour attester de son accord avec les données y 
figurant. 
Les données figurant sur les cahiers d’observation seront transférées dans une base de 
données informatique par l’intermédiaire d’un masque de saisies. La base de données sera 
élaborée avec le logiciel Microsoft Access avec contrôle de cohérence interne et externe. Un 
contrôle supplémentaire sera effectué avant gel des données. 
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VIII.2 Clôture et archivage 
La clôture de l’étude incluant la fermeture du centre sera effectuée en accord avec les 
Bonnes Pratiques Cliniques et ICH. Les dossiers médicaux, administratifs et les cahiers 
d'observations seront conservés pendant toute la durée de l'étude dans le service, puis archivés 
pendant une durée minimum de 15 ans. 
VIII.3 Analyse des données 
Les pourcentages et leur intervalle de confiance à 95% seront estimés pour évaluer : 
1. La faisabilité du recrutement : rapport du nombre de patientes à qui l’étude a été 
proposée et ayant accepté de participer -signature du consentement- sur le nombre de 
patientes à qui l’étude a été proposée. 
2. L’acceptabilité du suivi morphologique et fonctionnel rénal (nombre de patientes ayant 
complété le suivi sur le nombre de patientes ayant signé la feuille de consentement). 
Une analyse descriptive de l’ensemble de la population recrutée sera effectuée afin de 
vérifier s’il existe des écarts au protocole soit au moment de l’inclusion, soit en cours de suivi. 
Seront mentionnés le pourcentage de patientes inclues à tort et le pourcentage de patientes 
perdues de vue.  
Pour les variables prises en compte dans l’analyse, se référer au calcul du nombre de sujets 
nécessaires. 
Les données seront présentées à l’aide de la moyenne, de l’écart type et des coefficients de 
variation de chaque paramètre testé : 
- Clearance de l’inuline à l’équilibre standardisée à la surface corporelle standard 
(mL/min/1,73m2), 
- Volume rénal standardisé à la surface corporelle standard (cm3/1,73m2), 
- rapport TGFβ urinaire/créatininurie (pg/μg), 
- rapport IGF-1 urinaire/créatininurie (pg/μg), 
- rapport IGFBP3 urinaire/créatininurie (pg/μg), 
- rapport μalbuminurie/créatininurie (mg/mg). 
Tests statistiques envisagés : Les principales variables d’intérêt sont des variables 
quantitatives. La mesure de leur tendance centrale s’appuiera sur des calculs de moyenne et de 
médiane. La dispersion sera caractérisée par un calcul de l’écart type et de l’intervalle inter 
quartile (p25-p50). Un intervalle de confiance à 95% sera calculé pour chacune des 
estimations. Toutes les variables démographiques feront l’objet d’une description similaire. 
Conformément au calcul du nombre de sujets nécessaires (voir paragraphe n°V.3), un test 
paramétrique de comparaison sera mis en œuvre. Toutefois, un test équivalent non 
paramétrique sera utilisé si cela s’avère nécessaire. Pour chaque test, le risque alpha considéré 
sera de 5%. La p-value du test sera donnée non corrigée et une procédure de correction pour 
prendre en compte l’éventuelle multiplicité des tests sur lesquels s’appuie le raisonnement 
sera mis en œuvre. 
Les analyses seront faites avec le logiciel Stata 9.2 SE et avec le concours de la plateforme 
TIERS-MIP (Plateforme de Traitement de l’Information pour l’Epidémiologie, la Recherche 
clinique et la Santé publique en Midi Pyrénées). 
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Données imparfaites, devenir : pour les deux populations se pose le cas des femmes 
ménopausées et substituées (THM) (16). En raison d’un faible nombre de patientes 
substituées actuellement, ces femmes seront incluses dans l’étude. Cependant, elles seront 
exclues de l’analyse statistique, sauf si les effectifs atteignent un nombre suffisant pour être 
analysées comme un groupe à part entière.  
VIII.4 Rapport et publication : 
Un rapport officiel sera rédigé par les co-investigateurs daté et signé par l’investigateur 
coordinateur (Dr. J. Allard) et sera transmis au promoteur, qui le transmettra au Comité de 
Protection des Personnes et à l’autorité compétente dans les 12 mois suivant la fin de l’étude. 
L’investigateur reconnaît que les résultats de l’étude sont la propriété du promoteur. La 
publication remerciera le CHU de Toulouse, promoteur et financeur de l’étude. 
VIII.5 Information des patientes sur les résultats globaux de la recherche : 
A la fin de l’étude, si la patiente le souhaite, l’investigateur lui transmettra les résultats 
globaux de la recherche (Article L1122-1, dernier alinéa). Il n’y a pas de possibilité pour les 
personnes d’être informées des résultats individuels de la recherche mais elles peuvent être 
informées de leurs donnés médicales. 
IX SUIVI DE L’ETUDE ET MONITORAGE 
IX.1 Suivi de l’étude 
Le suivi de l’étude sera assuré par l’investigateur coordinateur, le Dr J. Allard (MCU-PH) 
avec l’aide d’un Technicien de Recherche Clinique (TRC) dont le financement pourra aller 
jusqu’à hauteur d’un mi-temps. Ils seront chargés, de : 
- la logistique et la surveillance de l’étude, 
- l’établissement des rapports concernant son état d’avancement, 
- la vérification de la mise à jour du cahier d’observation : demande d’informations 
complémentaires, corrections, 
- de l’envoi des prélèvements, 
- de la transmission des évènements indésirables graves au promoteur. 
Il travaillera conformément aux procédures opératoires standardisées, en collaboration 
avec l’assistant de recherche clinique délégué par le promoteur. 
IX.2 Monitorage & contrôle de qualité 
Un Assistant de Recherche Clinique, délégué par le promoteur (ARC promoteur), visitera 
de façon régulière les centres de l’étude lors de la mise en place de l’étude, une ou plusieurs 
fois en cours d’étude selon le rythme des inclusions et en fin d’étude. 
Ces visites ont pour objet : 
- de contrôler le respect du protocole, 
- de vérifier les consentements éclairés, 
- de vérifier la notification des Evènements Indésirables Graves, 
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- d'assurer le contrôle de qualité : confronter les données du cahier d’observation avec 
les documents source du centre. 
Les personnes chargées du contrôle de qualité d’une recherche biomédicale et dûment 
mandatées à cet effet par le promoteur ont accès, sous réserve de l’accord des personnes 
concernées, aux données individuelles strictement nécessaires à ce contrôle ; elles sont 
soumises au secret professionnel dans les conditions définies par les articles 226-13 et 226-14 
du code pénal. 
Toute visite fera l’objet d’un rapport de monitorage par compte-rendu écrit (traçabilité des 
visites). 
IX.3 Audit et inspection 
Les investigateurs acceptent de se conformer aux exigences du promoteur et à l’Autorité 
compétente en ce qui concerne un audit ou une inspection de l’étude. 
L’audit pourra s’appliquer à tous les stades de l’étude, du développement du protocole à la 
publication des résultats et au classement des données utilisées ou produites dans le cadre de 
l’étude. 
X PROCEDURES REGLEMENTAIRES 
X.1 L’investigateur 
L'investigateur s'engage à ce que cette étude soit réalisée en conformité avec la loi n° 2004-
806 du 9 août 2004 relative à la politique de santé publique et à ses décrets d’application, la 
déclaration d'Helsinki et les Bonnes Pratiques Cliniques et les recommandations ICH6. Toutes 
les données, tous les documents et rapports pourront faire l'objet d'audits et d'inspections 
réglementaires sans que puissent être opposé le secret médical. 
L’investigateur informera les volontaires des objectifs et des contraintes de l'étude, de leurs 
droits de refuser de participer à l'étude ou de la quitter à tout moment. Lorsque l'information 
aura été donné au sujet, l'investigateur se sera assuré qu'il a bien compris les implications de 
la participation à l'étude, son consentement écrit sera recueilli par un des investigateurs en 
trois exemplaires originaux. Un exemplaire original du formulaire d'information et du 
consentement signé sera remis au sujet, un exemplaire du consentement sera conservé par 
l’investigateur, le dernier étant destiné au promoteur. 
Toutes les informations recueillies sont confidentielles et ne pourront être divulguées. 
L'investigateur s'assurera que l'anonymat de chaque volontaire participant à l'étude est garanti. 
Aucune information permettant l'identification des personnes ne sera communiquée à des tiers 
autres que ceux, représentant du promoteur et du Ministère de la Santé, réglementairement 
habilités à détenir cette information (et qui sont tenus au secret professionnel). 
X.2 Le promoteur 
Conformément à la loi n° 2004-806 du 9 août 2004 relative à la politique de santé publique 
et à ses décrets d’application, le promoteur s’engage à réaliser l’ensemble des opérations qui 
lui incombent : 
• Enregistrement de l’étude auprès de l’autorité compétente (Eudract, Afssaps)  
• Assurance :  le CHU de Toulouse, promoteur de l’étude, souscrit pour toute la durée 
de l'étude une assurance garantissant sa propre responsabilité civile ainsi que celle de tout 
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intervenant impliqué dans la réalisation de l'essai, indépendamment de la nature des liens 
existant entre les intervenants et le promoteur. 
• Comité de Protection des Personnes et Autorité Compétente : le promoteur sollicite 
l’avis d’un Comité de Protection des Personnes (CPP) ainsi que l’autorisation soit de 
l’AFSSAPS si l’étude porte sur un produit de santé soit de la Direction Générale de la Santé 
dans les autres cas. La recherche ne sera mise en œuvre qu’après l’avis favorable du CPP et 
l’autorisation de l’autorité compétente. 
• Commission Nationale Informatique et Liberté : les informations recueillies lors de 
cette étude pourront faire l'objet d'un traitement informatique. Le fichier sera réalisé en 
conformité avec la CNIL (Commission Nationale de l'Informatique et des Libertés). 
• Modification substantielle : après le commencement de l’étude, toute modification 
substantielle de celui-ci à l'initiative de l’investigateur sera soumise au promoteur ; celui-ci 
doit obtenir, préalablement à sa mise en oeuvre, un avis favorable du CPP et une autorisation 
de l'autorité compétente. 
XI CALENDRIER PREVISIONNEL 
Le calendrier du déroulement de l’étude dépendra de la fréquence d’inclusion des 
volontaires dans l’étude. La fréquence d’inclusion souhaitée est de 3 à 4 volontaires par mois 
au total. L’inclusion des patientes pourra se faire sur une période totale de 12 mois ±1 mois. 
L’analyse des données sera réalisée dans les deux mois suivant la sortie de la dernière patiente 
recrutée dans l’étude. 
Début des inclusions  Février 2009 
Fin des inclusions    Février 2011 
Fin du suivi des patientes  Février 2012 
Analyse statistique   Mai 2012 
 
XII BUDGET 
Cette étude sera financée par le CHU de Toulouse à hauteur de 77 000 euros.  
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XIV ANNEXES 
Annexe 1 : quatre notices d’information (cancer Bordeaux, cancer Toulouse, don 
Bordeaux, don Toulouse) 
Annexe 2 : formulaire de consentement 
Annexe 3 : RCP de l’inuline 
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XIV.1 Annexe 1 : notice d’information 
NOTICE D’INFORMATION  
DES PATIENTES SUIVIES EN UROLOGIE 
A BORDEAUX  
 
Titre de la recherche : Impact de l’imprégnation œstrogénique sur l’adaptation rénale à 
l’uni-néphrectomie chez la femme  
 
Investigateur coordonnateur : Dr. Julien Allard 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques 
CHU de Rangueil, TSA 50032, 31059 Toulouse Cedex 9 
 
Promoteur : CHU de Toulouse  
Hôtel Dieu 
2 rue Viguerie 




Nous souhaitons vous solliciter pour participer à une étude observationnelle dont le but est 
d’évaluer l’adaptation de votre rein restant après néphrectomie du rein malade. Nous vous 
présentons ici les modalités de cette étude afin que vous puissiez vous décider en toute 
connaissance de cause.  
Cette étude est réalisée conformément à la Loi 2004-806 relative à la politique de santé 
Publique (Articles L.1121-1 à 1126-7 du Code de la Santé Publique). Elle a reçu un avis 
favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP) Sud-Ouest et Outre-Mer (préciser I 
ou II) en date du ………………………….., a reçu l’autorisation de l’Autorité Compétente 
(Direction Générale de la Santé ou Agence Française de Sécurités Sanitaire des Produits de 
Santé) en date du ……………………………... et sera réalisée en conformité avec la 
réglementation relative à la Commission Nationale Informatique et Libertés (CNIL). Le 
promoteur a souscrit une assurance en responsabilité civile pour cette étude (compagnie 
GERLING, numéro de contrat : (1680) 90671......., 111 Rue de Longchamp, 75116 Paris). 
Lors de l’ablation d’un rein, le rein opposé va s’adapter à l’augmentation de la « charge de 
travail ». Cette adaptation qui débute précocement après la chirurgie, ne sera stabilisée qu’à 
plus long terme. On admet que l’adaptation est maximale entre 9 et 12 mois après la chirurgie.  
Cette adaptation comprend : 
1) Une augmentation de la taille des différentes structures rénales (sans augmentation de 
leur nombre) qui aboutit a une augmentation du volume du rein. Cette augmentation du 
volume rénal est cependant variable en fonction du genre masculin ou féminin mais aussi en 
fonction d’autres facteurs. Il existe de nombreux arguments pour penser que le statut 
hormonal chez la femme soit un de ces facteurs. Les femmes avant la ménopause (vers 50 
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ans) ont probablement une adaptation rénale optimale alors que les femmes ménopausées au-
delà de 50 ans ont probablement une adaptation rénale moins importante. Actuellement, il 
n’existe pas de donnée suffisamment précise et robuste pour en être sûr afin d’en optimiser la 
prise en charge. De ce fait, aucune adaptation thérapeutique n’est actuellement pratiquée faute 
de renseignements validés. Par ailleurs, l’augmentation du volume rénal peut être facilement 
mesurée par un scanner rénal sans injection de produit de contraste iodé. Cet examen fait déjà 
partie intégrante de votre bilan pré-opératoire ainsi que de votre suivi urologique.  
2) Alors que la perte d’un rein devrait entraîner une diminution de moitié de la fonction 
rénale, le rein restant augmente sa capacité de fonctionnement au prorata de son augmentation 
de volume. De ce fait, la fonction rénale un an après l’ablation du rein est habituellement 
comprise entre 60 et 75 % de la fonction rénale initiale (avant chirurgie). Là encore, le statut 
hormonal chez la femme est probablement un élément déterminant de la fonction rénale 
résiduelle à long terme. Votre bilan préopératoire comprend déjà une estimation précise de la 
mesure de la fonction rénale par la formule CKD-EPI mixte qui nécessite de doser en plus de 
la créatininémie, la cystatine C plasmatique. Cette mesure sera renouvelée un an après la 
néphrectomie dans le cadre du suivi de votre fonction rénale résiduelle. Cette mesure sera 




L’étude comprendra, tout d’abord, une visite de pré-inclusion dans le Service d’Urologie 
où vous serez prise en charge (au cours d’une consultation ou d’une hospitalisation). Lors de 
la visite de pré-inclusion, votre dossier médical sera consulté pour vérifier les critères de 
sélection. Vous bénéficierez d’une consultation d’une demi heure environ où l’objectif de 
l’étude vous sera expliqué ainsi que le déroulement du protocole. Si vous donnez votre accord 
pour participer à cette étude des examens complémentaires à votre prise en charge seront 
prescrits et pris en charge dans le cadre du financement de l’étude. Les dosages des marqueurs 
de votre statut hormonal vis-à-vis de la ménopause (LH, FSH, œstradiol) seront réalisés ainsi 
que différents paramètres urinaires sur un recueil urinaire des 24 heures (totalité des mictions 
spontanées sur 24 heures) pouvant être modifiées par l’ablation du rein (protéinurie, 
microalbuminurie, TGFβ, IGF-1 et IGFBP3). La réalisation du scanner rénal sans injection de 
produit de contraste iodé fait partie de la prise en charge optimisée pré-opératoire.  
Par la suite vous bénéficierez sans retard de la prise en charge chirurgicale de votre 
maladie rénale prévue avec le chirurgien urologue, ainsi que du suivi habituel pour ce type de 
pathologie. Enfin, un an après l’ablation du rein, au cours de votre suivi en Urologie un 
prélèvement urinaire sera de nouveau réalisé afin de doser les paramètres urinaires sus-cités. 
Ces échantillons d’urines seront envoyés et conservés de façon anonyme dans le Service 
des Explorations Fonctionnelles Physiologiques sous la responsabilité du Pr I. Tack à 
Toulouse et contribueront à répondre à l’objectif de l’étude présente. Cette collection sera 
réalisée conformément à la réglementation et déclarée auprès des instances. Vous pouvez 
refuser de participer à cette collection et demander la destruction de ces échantillons à tout 
moment. Si une nouvelle étude, dont l’objectif est différent de ceux qui ont été retenus pour 
constituer la collection, est envisagée, elle fera l’objet d’un nouveau protocole de recherche, 
soumis au CPP, mais ne pourra s’effectuer sans votre accord préalable par consentement écrit. 
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Durée 
Pour chacune des participantes, la durée totale de l’étude sera d’un an ±1mois. La 
période de recrutement est fixée à 12 mois. La durée totale de l’étude est de 2 ans. 
Bénéfices attendus 
L’étude morphologique et fonctionnelle rénale avant et après néphrectomie est 
recommandée chez l’Humain. Ce protocole ne fait qu’en préciser les modalités en faisant 
appel à des méthodes de références pas ou peu invasives. Ainsi, la mesure du DFG et du 
volume rénal, permettront d’optimiser votre suivi médico-chirurgical.  
Contraintes 
Les contraintes liées au déroulement de l’étude sont réduites au minimum, elles dépendent 
essentiellement de la réalisation, à deux reprises, d’un recueil urinaire des 24 heures (mêmes 
modalités que précédemment). Par conséquent, aucune indemnité ne sera versée au cours de 
l’étude. En effet, tous les autres examens (scanner rénal et prélèvements de sang) font déjà 
partie de votre prise en charge urologique optimale. 
Quelques traitements ne sont pas compatibles avec les paramètres mesurés dans cette 
étude. Il s’agit essentiellement des anti-inflammatoires non stéroïdiens, de certains 
antibiotiques (aminosides), une corticothérapie supérieure prolongée ou de toute autre 
thérapeutique toxique pour les reins). De la même façon, l’usage de produit de contraste iodé 
n’est pas compatible avec la mesure de la fonction rénale. Si l’usage de telles thérapeutiques 
était nécessaire pour votre santé, ce protocole prendrait fin prématurément. Enfin, 
l’introduction d’un  traitement substitutif de la ménopause en cours d’étude entraînera votre 
sortie prématurée de ce protocole et vos résultats initiaux ne pourront être analysés. 
Enfin, en aucun cas vous ne pourrez participer à une autre étude clinique pendant la durée 
de l’étude présente. Au-delà et sans délais, vous serez libres de participer à un autre protocole 
de recherche clinique.  
Tous les frais liés à la recherche seront pris en charge par le promoteur de l’étude, le CHU 
de Toulouse.  
Risques prévisibles :  
Les risques sont similaires à ceux des patientes prises en charge actuellement pour 
néphrectomies dans le cadre de votre maladie rénale (pas d’examen invasif supplémentaire, 
pas d’administration de thérapeutique spécifique ni de produit de contraste iodé).  
 
Durant cette étude observationnelle vous serez inscrite dans le fichier national des 
personnes qui se prêtent à des recherches biomédicales géré par le ministère de la santé et 
vous aurez la possibilité de vérifier auprès du titulaire de l’autorisation du lieu de recherches 
ou du ministre chargé de la santé, l’exactitude des données vous concernant présentes dans le 
fichier et la destruction de ces données au terme du délai prévu à l’article R. 1124-7 du code 
de la santé publique. Vous serez informée, si vous le souhaitez, des résultats globaux de la 
recherche à la fin de l’étude (Article L1122-1, dernier alinéa). Au cours ou à la fin de l’étude, 
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vous pourrez obtenir à tout moment des informations concernant vos résultats personnels par 
simple demande auprès du Dr. Julien Allard ou du Pr. Ivan Tack. 
Votre participation à l’étude implique une affiliation à un régime de sécurité sociale. Les 
personnes placées sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou sous curatelle ne peuvent pas 
participer à l’étude.  
En caractérisant de façon précise les conséquences de l’imprégnation hormonale sur 
l’adaptation morphologique et fonctionnelle de rein après néphrectomie, cette étude doit 
contribuer à poursuivre les investigations de manière plus interventionnelle en proposant, par 
exemple, une substitution hormonale temporaire chez les femmes ménopausées soumises à 
néphrectomie.  
Dans le cadre de la recherche biomédicale à laquelle nous vous proposons de participer, un 
traitement de vos données personnelles va être mis en œuvre pour permettre d’analyser les 
résultats de la recherche au regard de l’objectif de cette dernière qui vous a été présenté. A 
cette fin, les données vous concernant seront transmises au promoteur de la recherche ou pour 
son compte. Ces données seront identifiées par vos initiales. 
 
Vous bénéficiez à tout moment d’un droit d’accès et de rectification des données 
informatisées vous concernant dans le cadre de cette recherche, conformément aux 
dispositions légales en vigueur. En ce qui concerne des données de santé à caractère 
personnel, ce droit pourra être exercé directement ou par l’intermédiaire du médecin de votre 
choix (loi n° 2004-801 du 6 août 2004 modifiant la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978 relative à 
l’informatique, aux fichiers et aux libertés).  
 
A la fin de l’étude, vous pouvez, si vous pouvez, être informé, des résultats globaux de 
la recherche à la fin de l’étude, en adressant une demande écrite à l’investigateur de l’étude 
(article L. 1122-1 du Code de la Santé Publique). 
 
Votre médecin (Dr ……………………….., Tél : ………………………………….) est à 
votre disposition pour vous apporter toutes les précisions complémentaires que vous 
souhaitez. 
 
Après réflexion, vous pourrez librement signer la feuille de consentement en trois 
exemplaires, dont vous conserverez un exemplaire.  
 
Nous vous remercions de parapher chaque page de la présente notice. 
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NOTICE D’INFORMATION  
DES PATIENTES SUIVIES EN UROLOGIE 
A TOULOUSE  
 
Titre de la recherche : Impact de l’imprégnation œstrogénique sur l’adaptation rénale à 
l’uni-néphrectomie chez la femme  
 
Investigateur coordonnateur : Dr. Julien Allard 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques 
CHU de Rangueil, TSA 50032, 31059 Toulouse Cedex 9 
 
Promoteur : CHU de Toulouse  
Hôtel Dieu 
2 rue Viguerie 




Nous souhaitons vous solliciter pour participer à une étude observationnelle dont le but est 
d’évaluer l’adaptation de votre rein restant après néphrectomie du rein malade. Nous vous 
présentons ici les modalités de cette étude afin que vous puissiez vous décider en toute 
connaissance de cause.  
Cette étude est réalisée conformément à la Loi 2004-806 relative à la politique de santé 
Publique (Articles L.1121-1 à 1126-7 du Code de la Santé Publique). Elle a reçu un avis 
favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP) Sud-Ouest et Outre-Mer (préciser I 
ou II) en date du ………………………….., a reçu l’autorisation de l’Autorité Compétente 
(Direction Générale de la Santé ou Agence Française de Sécurités Sanitaire des Produits de 
Santé) en date du ……………………………... et sera réalisée en conformité avec la 
réglementation relative à la Commission Nationale Informatique et Libertés (CNIL). Le 
promoteur a souscrit une assurance en responsabilité civile pour cette étude (compagnie 
GERLING, numéro de contrat : (1680) 90671......., 111 Rue de Longchamp, 75116 Paris). 
Lors de l’ablation d’un rein, le rein opposé va s’adapter à l’augmentation de la « charge de 
travail ». Cette adaptation qui débute précocement après la chirurgie, ne sera stabilisée qu’à 
plus long terme. On admet que l’adaptation est maximale entre 9 et 12 mois après la chirurgie.  
Cette adaptation comprend : 
1) Une augmentation de la taille des différentes structures rénales (sans augmentation de 
leur nombre) qui aboutit a une augmentation du volume du rein. Cette augmentation du 
volume rénal est cependant variable en fonction du genre masculin ou féminin mais aussi en 
fonction d’autres facteurs. Il existe de nombreux arguments pour penser que le statut 
hormonal chez la femme soit un de ces facteurs. Les femmes avant la ménopause (vers 50 
ans) ont probablement une adaptation rénale optimale alors que les femmes ménopausées au-
delà de 50 ans ont probablement une adaptation rénale moins importante. Actuellement, il 
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n’existe pas de donnée suffisamment précise et robuste pour en être sûr afin d’en optimiser la 
prise en charge. De ce fait, aucune adaptation thérapeutique n’est actuellement pratiquée faute 
de renseignements validés. Par ailleurs, l’augmentation du volume rénal peut être facilement 
mesurée par un scanner rénal sans injection de produit de contraste iodé. Cet examen fait déjà 
partie intégrante de votre bilan pré-opératoire ainsi que de votre suivi urologique.  
2) Alors que la perte d’un rein devrait entraîner une diminution de moitié de la 
fonction rénale, le rein restant augmente sa capacité de fonctionnement au prorata de son 
augmentation de volume. De ce fait, la fonction rénale un an après l’ablation du rein est 
habituellement comprise entre 60 et 75 % de la fonction rénale initiale (avant chirurgie). Là 
encore le statut hormonal chez la femme est probablement un élément déterminant de la 
fonction rénale résiduelle à long terme. L’estimation de la fonction rénale peut être réalisée 
soit de façon peu précise lors d’une simple prise de sang veineuse, soit de façon exacte par la 
méthode de la clearance de l’inuline, qui nécessite une brève hospitalisation de jour. Dans le 
cadre du suivi des patientes néphrectomisées, la méthode de la clearance de l’inuline permet 
l’optimisation de votre suivi. Cette mesure sera réalisée dans le cadre de votre bilan pré-
opératoire et renouvelée un an après la chirurgie dans le Service des Explorations 




L’étude comprendra, tout d’abord, une visite de sélection dans le Service d’Urologie 
où vous serez prise en charge (au cours d’une consultation ou d’une hospitalisation). Lors de 
la visite de sélection, votre dossier médical sera consulté pour vérifier l’absence de critères de 
non inclusion. Vous bénéficierez d’une consultation d’une demi heure environ où l’objectif de 
l’étude vous sera expliqué ainsi que le déroulement du protocole. Si vous donnez votre accord 
pour participer à cette étude des examens complémentaires à votre prise en charge seront 
prescrits et pris en charge dans le cadre du financement de l’étude. Les dosages des marqueurs 
de votre statut hormonal vis-à-vis de la ménopause (LH, FSH, œstradiol) seront réalisés ainsi 
que différents paramètres urinaires sur un recueil urinaire des 24 heures (totalité des mictions 
spontanées sur 24 heures) pouvant être modifiées par l’ablation du rein (protéinurie, 
microalbuminurie, TGFβ, IGF-1 et IGFBP3). La réalisation des examens morphologiques 
(scanner rénal sans injection de produit de contraste iodé) et fonctionnels rénaux (mesure de 
la clearance de l’inuline) font partie de la prise en charge optimisée pré-opératoire. 
 
 Par la suite vous bénéficierez sans retard de la prise en charge chirurgicale de votre 
maladie rénale prévue avec le chirurgien urologue, ainsi que du suivi habituel pour ce type de 
pathologie.  
 
Enfin, un an après l’ablation du rein, au cours de votre suivi fonctionnel rénal, un 
prélèvement urinaire sera de nouveau réalisé afin de doser les paramètres urinaires sus-cités. 
Ces échantillons d’urines seront conservés de façon anonyme dans le Service des 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques sous la responsabilité du Pr I. Tack et 
contribueront à répondre à l’objectif de l’étude présente. Cette collection sera réalisée 
conformément à la réglementation et déclarée auprès des instances. Vous pouvez refuser de 
participer à cette collection et demander la destruction de ces échantillons à tout moment. Si 
une nouvelle étude, dont l’objectif est différent de ceux qui ont été retenus pour constituer la 
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collection, est envisagée, elle fera l’objet d’un nouveau protocole de recherche, soumis au 
CPP, mais ne pourra s’effectuer sans votre accord préalable par consentement écrit. 
Durée 
Pour chacune des participantes, la durée totale de l’étude sera d’un an ±1mois. La 
période de recrutement est fixée à 12 mois. La durée totale de l’étude est de 2 ans. 
Bénéfices attendus 
L’étude morphologique et fonctionnelle rénale avant et après néphrectomie est 
recommandée chez l’Humain. Ce protocole ne fait qu’en préciser les modalités en faisant 
appel à des méthodes de références pas ou peu invasives. Ainsi, la mesure du DFG et du 
volume rénal, permettront d’optimiser votre suivi médico-chirurgical.  
Contraintes 
Les contraintes liées au déroulement de l’étude sont réduites au minimum, elles dépendent 
essentiellement de la réalisation, à deux reprises, d’un recueil urinaire des 24 heures (mêmes 
modalités que précédemment). Par conséquent, aucune indemnité ne sera versée au cours de 
l’étude. En effet, tous les autres examens (scanner rénal, prélèvements de sang, mesure de la 
fonction rénale de référence) font déjà partie de votre prise en charge urologique optimale. 
Quelques traitements ne sont pas compatibles avec les paramètres mesurés dans cette 
étude. Il s’agit essentiellement des anti-inflammatoires non stéroïdiens, de certains 
antibiotiques (aminosides), une corticothérapie supérieure prolongée ou de toute autre 
thérapeutique toxique pour les reins). De la même façon, l’usage de produit de contraste iodé 
n’est pas compatible avec la mesure de la fonction rénale. Si l’usage de telles thérapeutiques 
était nécessaire pour votre santé, ce protocole prendrait fin prématurément. Enfin, 
l’introduction d’un  traitement substitutif de la ménopause en cours d’étude entraînera votre 
sortie prématurée de ce protocole et vos résultats initiaux ne pourront être analysés. 
Enfin, en aucun cas vous ne pourrez participer à une autre étude clinique pendant la durée 
de l’étude présente. Au-delà et sans délais, vous serez libres de participer à un autre protocole 
de recherche clinique.  
Tous les frais liés à la recherche seront pris en charge par le promoteur de l’étude, le CHU 
de Toulouse.  
Risques prévisibles :  
Les risques sont similaires à ceux des patientes prises en charge actuellement pour 
néphrectomie dans le cadre de votre maladie rénale (pas d’examen invasif supplémentaire, pas 
d’administration de thérapeutique spécifique ni de produit de contraste iodé).  
Le seul risque prévisible est la possibilité de réaction allergique à l’inuline (traceur utilisé 
pour la mesure de la fonction rénale de référence) en raison de rares réactions croisée avec 
certains produits allégés du commerce (qui en contiennent) et avec les artichauts. Si de telles 
manifestations se produisaient, la perfusion d’inuline serait arrêtée et vous bénéficieriez de la 
prise en charge adéquate. 
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Durant cette étude observationnelle vous serez inscrite dans le fichier national des 
personnes qui se prêtent à des recherches biomédicales géré par le ministère de la santé et 
vous aurez la possibilité de vérifier auprès du titulaire de l’autorisation du lieu de recherches 
ou du ministre chargé de la santé, l’exactitude des données vous concernant présentes dans le 
fichier et la destruction de ces données au terme du délai prévu à l’article R. 1124-7 du code 
de la santé publique. Vous serez informée, si vous le souhaitez, des résultats globaux de la 
recherche à la fin de l’étude (Article L1122-1, dernier alinéa). Au cours ou à la fin de l’étude, 
vous pourrez obtenir à tout moment des informations concernant vos résultats personnels par 
simple demande auprès du Dr. Julien Allard ou du Pr. Ivan Tack. 
Votre participation à l’étude implique une affiliation à un régime de sécurité sociale. Les 
personnes placées sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou sous curatelle ne peuvent pas 
participer à l’étude.  
En caractérisant de façon précise les conséquences de l’imprégnation hormonale sur 
l’adaptation morphologique et fonctionnelle de rein après néphrectomie, cette étude doit 
contribuer à poursuivre les investigations de manière plus interventionnelle en proposant, par 
exemple, une substitution hormonale temporaire chez les femmes ménopausées soumises à 
néphrectomie.  
Dans le cadre de la recherche biomédicale à laquelle nous vous proposons de participer, un 
traitement de vos données personnelles va être mis en œuvre pour permettre d’analyser les 
résultats de la recherche au regard de l’objectif de cette dernière qui vous a été présenté. A 
cette fin, les données vous concernant seront transmises au promoteur de la recherche ou pour 
son compte. Ces données seront identifiées par vos initiales. 
 
Vous bénéficiez à tout moment d’un droit d ‘accès et de rectification des données 
informatisées vous concernant dans le cadre de cette recherche, conformément aux 
dispositions légales en vigueur. En ce qui concerne des données de santé à caractère 
personnel, ce droit pourra être exercé directement ou par l’intermédiaire du médecin de votre 
choix (loi n° 2004-801 du 6 août 2004 modifiant la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978 relative à 
l’informatique, aux fichiers et aux libertés).  
 
A la fin de l’étude, vous pouvez, si vous pouvez, être informé, des résultats globaux de 
la recherche à la fin de l’étude, en adressant une demande écrite à l’investigateur de l’étude 
(article L. 1122-1 du Code de la Santé Publique). 
 
Votre médecin (Dr ……………………….., Tél : ………………………………….) est à 
votre disposition pour vous apporter toutes les précisions complémentaires que vous 
souhaitez. 
 
Après réflexion, vous pourrez librement signer la feuille de consentement en trois 
exemplaires, dont vous conserverez un exemplaire.  
 
Nous vous remercions de parapher chaque page de la présente notice. 
Version 6 du 17/03/09 PHRC inter-régional 2008 
08 029 08 
Impact de l’imprégnation œstrogénique sur l’adaptation 
rénale à l’uni-néphrectomie chez la femme Page 39/ 49 
 
Version ayant reçu l’avis favorable du CPP SOOM II le 6 mars 2009, et l’autorisation de l’Afssaps le 23 février 2009 39
NOTICE D’INFORMATION 
DES PATIENTES SUIVIES EN NEPHROLOGIE/TRANSPLANTATION RENALE 
A BORDEAUX 
 
Titre de la recherche : Impact de l’imprégnation œstrogénique sur l’adaptation rénale à 
l’uni-néphrectomie chez la femme  
 
Investigateur coordonnateur : Dr. Julien Allard 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques 
CHU de Rangueil, TSA 50032, 31059 Toulouse Cedex 9 
 
Promoteur : CHU de Toulouse  
Hôtel Dieu 
2 rue Viguerie 




Nous souhaitons vous solliciter pour participer à une étude observationnelle dont le but est 
d’évaluer l’adaptation de votre rein restant après don de rein. Nous vous présentons ici les 
modalités de cette étude afin que vous puissiez vous décider en toute connaissance de cause.  
Cette étude est réalisée conformément à la Loi 2004-806 relative à la politique de santé 
Publique (Articles L.1121-1 à 1126-7 du Code de la Santé Publique). Elle a reçu un avis 
favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP) Sud-Ouest et Outre-Mer (II) en date 
du ………………………….., a reçu l’autorisation de l’Autorité Compétente (Direction 
Générale de la Santé ou Agence Française de Sécurités Sanitaire des Produits de Santé) en 
date du ……………………………... et sera réalisée en conformité avec la réglementation 
relative à la Commission Nationale Informatique et Libertés (CNIL). Le promoteur a souscrit 
une assurance en responsabilité civile pour cette étude (compagnie GERLING, numéro de 
contrat : (1680) 90671......., 111 Rue de Longchamp, 75116 Paris). 
Lors de l’ablation d’un rein, le rein opposé va s’adapter à l’augmentation de la « charge de 
travail ». Cette adaptation qui débute précocement après la chirurgie, ne sera stabilisée qu’à 
plus long terme. On admet que l’adaptation est maximale entre 9 et 12 mois après la chirurgie.  
Cette adaptation comprend : 
1) Une augmentation de la taille des différentes structures rénales (sans augmentation de 
leur nombre) qui aboutit a une augmentation du volume du rein. Cette augmentation du 
volume rénal est cependant variable en fonction du genre masculin ou féminin mais aussi en 
fonction d’autres facteurs. Il existe de nombreux arguments pour penser que le statut 
hormonal chez la femme soit un de ces facteurs. Les femmes avant la ménopause (vers 50 
ans) ont probablement une adaptation rénale optimale alors que les femmes ménopausées au-
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delà de 50 ans ont probablement une adaptation rénale moins importante. Actuellement, il 
n’existe pas de donnée suffisamment précise et robuste pour en être sûr afin d’en optimiser la 
prise en charge. De ce fait, aucune adaptation thérapeutique n’est actuellement pratiquée faute 
de renseignements validés. Par ailleurs, l’augmentation du volume rénal peut être facilement 
mesurée par un scanner rénal sans injection de produit de contraste iodé. Cet examen sera 
ajouté au bilan programmé pour envisager un don de rein dans le cadre de la transplantation 
intra-familiale, il devra être réalisé dans le service de Radiologie du CHU pour être 
exploitable dans le cadre de cette étude. 
2) Alors que la perte d’un rein devrait entraîner une diminution de moitié de la fonction 
rénale, le rein restant augmente sa capacité de fonctionnement au prorata de son augmentation 
de volume. De ce fait, la fonction rénale un an après l’ablation du rein est habituellement 
comprise entre 60 et 75 % de la fonction rénale initiale (avant chirurgie). Là encore le statut 
hormonal chez la femme est probablement un élément déterminant de la fonction rénale 
résiduelle à long terme. Votre bilan avant don de rein comprend, à Bordeaux, une estimation 
précise de la mesure de la fonction rénale par la formule CKD-EPI mixte qui nécessite de 
doser en plus de la créatininémie, la cystatine C plasmatique. Cette mesure sera renouvelée un 
an après la néphrectomie dans le cadre du suivi de votre fonction rénale résiduelle. Cette 
mesure sera réalisée dans le Service de Néphrologie du CHU Pellegrin.  
Méthodologie 
L’étude comprendra, tout d’abord, une visite de pré-inclusion dans le Service de 
néphrologie/transplantation d’organe du Pr. Merville. Lors de la visite de pré-inclusion, votre 
dossier médical sera consulté pour vérifier l’absence de critères de non inclusion. Vous 
bénéficierez d’une consultation d’une demi heure environ où l’objectif de l’étude vous sera 
expliqué ainsi que le déroulement du protocole. Si vous donnez votre accord pour participer à 
cette étude des examens complémentaires à votre prise en charge seront prescrits et pris en 
charge dans le cadre du financement de l’étude. Les dosages des marqueurs de votre statut 
hormonal vis-à-vis de la ménopause (LH, FSH, œstradiol) seront réalisés ainsi que différents 
paramètres urinaires sur un recueil urinaire des 24 heures (totalité des mictions spontanées sur 
24 heures) pouvant être modifiées par l’ablation du rein (protéinurie, microalbuminurie, 
TGFβ, IGF-1 et IGFBP3). La réalisation du scanner rénal sans injection de produit de 
contraste iodé sera aussi prise en charge dans le cadre de l’étude.  
Ces examens programmés à l’avance ne retarderons pas la réalisation du don et la 
transplantation de votre proche. Enfin, un an après l’ablation du rein ± 1mois, au cours de 
votre suivi fonctionnel rénal, un prélèvement urinaire sera de nouveau réalisé afin de doser les 
paramètres urinaires sus-cités. 
Ces échantillons d’urine seront envoyés et conservés de façon anonyme dans le Service des 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques sous la responsabilité du Pr I. Tack à Toulouse et 
contribueront à répondre à l’objectif de l’étude présente. Cette collection sera réalisée 
conformément à la réglementation et déclarée auprès des instances. Vous pouvez refuser de 
participer à cette collection et demander la destruction de ces échantillons à tout moment. Si 
une nouvelle étude, dont l’objectif est différent de ceux qui ont été retenus pour constituer la 
collection, est envisagée, elle fera l’objet d’un nouveau protocole de recherche, soumis au 
CPP, mais ne pourra s’effectuer sans votre accord préalable par consentement écrit. 
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Durée 
Pour chacune des participantes, la durée totale de l’étude sera d’un an ±1mois. La 
période de recrutement est fixée à 12 mois. La durée totale de l’étude est de 2 ans. 
Bénéfices attendus 
L’étude morphologique et fonctionnelle rénale avant et après néphrectomie est 
recommandée chez l’Humain dans le cadre du suivi des dons de rein. Ce protocole ne fait 
qu’en préciser les modalités en faisant appel à des méthodes de références pas ou peu 
invasives. Ainsi, la mesure du DFG et du volume rénal, permettront d’optimiser votre suivi 
médico-chirurgical.  
Contraintes 
Les contraintes liées au déroulement de l’étude sont réduites au minimum, elles dépendent 
essentiellement de la réalisation, à deux reprises, d’un recueil urinaire des 24 heures (mêmes 
modalités que précédemment). Par conséquent, aucune indemnité ne sera versée au cours de 
l’étude. En effet, tous les autres examens (scanner rénal et prélèvements de sang) font déjà 
partie de votre prise en charge urologique optimale. 
Quelques traitements ne sont pas compatibles avec les paramètres mesurés dans cette 
étude. Il s’agit essentiellement des anti-inflammatoires non stéroïdiens, de certains 
antibiotiques (aminosides), une corticothérapie supérieure prolongée ou de toute autre 
thérapeutique toxique pour les reins). De la même façon, l’usage de produit de contraste iodé 
n’est pas compatible avec la mesure de la fonction rénale. Si l’usage de telles thérapeutiques 
était nécessaire pour votre santé, ce protocole prendrait fin prématurément. Enfin, 
l’introduction d’un  traitement substitutif de la ménopause en cours d’étude entraînera votre 
sortie prématurée de ce protocole et vos résultats initiaux ne pourront être analysés. 
Enfin, en aucun cas vous ne pourrez participer à une autre étude clinique pendant la durée 
de l’étude présente. Au-delà et sans délais, vous serez libres de participer à un autre protocole 
de recherche clinique.  
Tous les frais liés à la recherche seront pris en charge par le promoteur de l’étude, le CHU 
de Toulouse.  
Risques prévisibles :  
Les risques sont similaires à ceux des patientes prises en charge actuellement pour don de 
rein dans le cadre de la transplantation intra familiale (pas d’examen invasif supplémentaire, 
pas d’administration de thérapeutique spécifique ni de produit de contraste iodé).  
 
Durant cette étude observationnelle vous serez inscrite dans le fichier national des 
personnes qui se prêtent à des recherches biomédicales géré par le ministère de la santé et 
vous aurez la possibilité de vérifier auprès du titulaire de l’autorisation du lieu de recherches 
ou du ministre chargé de la santé, l’exactitude des données vous concernant présentes dans le 
fichier et la destruction de ces données au terme du délai prévu à l’article R. 1124-7 du code 
de la santé publique. Vous serez informée, si vous le souhaitez, des résultats globaux de la 
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recherche à la fin de l’étude (Article L1122-1, dernier alinéa). Au cours ou à la fin de l’étude, 
vous pourrez obtenir à tout moment des informations concernant vos résultats personnels par 
simple demande auprès du Dr. Julien Allard ou du Pr. Ivan Tack. 
Votre participation à l’étude implique une affiliation à un régime de sécurité sociale. Les 
personnes placées sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou sous curatelle ne peuvent pas 
participer à l’étude.  
En caractérisant de façon précise les conséquences de l’imprégnation hormonale sur 
l’adaptation morphologique et fonctionnelle de rein après néphrectomie, cette étude doit 
contribuer à poursuivre les investigations de manière plus interventionnelle en proposant, par 
exemple, une substitution hormonale temporaire chez les femmes ménopausées soumises à 
néphrectomie.  
Dans le cadre de la recherche biomédicale à laquelle nous vous proposons de participer, un 
traitement de vos données personnelles va être mis en œuvre pour permettre d’analyser les 
résultats de la recherche au regard de l’objectif de cette dernière qui vous a été présenté. A 
cette fin, les données vous concernant seront transmises au promoteur de la recherche ou pour 
son compte. Ces données seront identifiées par vos initiales. 
 
Vous bénéficiez à tout moment d’un droit d’accès et de rectification des données 
informatisées vous concernant dans le cadre de cette recherche, conformément aux 
dispositions légales en vigueur. En ce qui concerne des données de santé à caractère 
personnel, ce droit pourra être exercé directement ou par l’intermédiaire du médecin de votre 
choix (loi n° 2004-801 du 6 août 2004 modifiant la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978 relative à 
l’informatique, aux fichiers et aux libertés).  
 
A la fin de l’étude, vous pouvez, si vous pouvez, être informé, des résultats globaux de la 
recherche à la fin de l’étude, en adressant une demande écrite à l’investigateur de l’étude 
(article L. 1122-1 du Code de la Santé Publique). 
 Votre médecin (Dr ……………………….., Tél : ………………………………….) est à 
votre disposition pour vous apporter toutes les précisions complémentaires que vous 
souhaitez.  Après réflexion, vous pourrez librement signer la feuille de consentement en trois 
exemplaires, dont vous conserverez un exemplaire.  
 
Nous vous remercions de parapher chaque page de la présente notice. 
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NOTICE D’INFORMATION 
DES PATIENTES SUIVIES EN NEPHROLOGIE/TRANSPLANTATION RENALE 
A TOULOUSE 
 
Titre de la recherche : Impact de l’imprégnation œstrogénique sur l’adaptation rénale à 
l’uni-néphrectomie chez la femme  
 
Investigateur coordonnateur : Dr. Julien Allard 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques 
CHU de Rangueil, TSA 50032, 31059 Toulouse Cedex 9 
 
Promoteur : CHU de Toulouse  
Hôtel Dieu 
2 rue Viguerie 




Nous souhaitons vous solliciter pour participer à une étude observationnelle dont le but est 
d’évaluer l’adaptation de votre rein restant après don de rein. Nous vous présentons ici les 
modalités de cette étude afin que vous puissiez vous décider en toute connaissance de cause.  
Cette étude est réalisée conformément à la Loi 2004-806 relative à la politique de santé 
Publique (Articles L.1121-1 à 1126-7 du Code de la Santé Publique). Elle a reçu un avis 
favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP) Sud-Ouest et Outre-Mer (préciser I 
ou II) en date du ………………………….., a reçu l’autorisation de l’Autorité Compétente 
(Direction Générale de la Santé ou Agence Française de Sécurités Sanitaire des Produits de 
Santé) en date du ……………………………... et sera réalisée en conformité avec la 
réglementation relative à la Commission Nationale Informatique et Libertés (CNIL). Le 
promoteur a souscrit une assurance en responsabilité civile pour cette étude (compagnie 
GERLING, numéro de contrat : (1680) 90671......., 111 Rue de Longchamp, 75116 Paris). 
Lors de l’ablation d’un rein, le rein opposé va s’adapter à l’augmentation de la « charge de 
travail ». Cette adaptation qui débute précocement après la chirurgie, ne sera stabilisée qu’à 
plus long terme. On admet que l’adaptation est maximale entre 9 et 12 mois après la chirurgie.  
Cette adaptation comprend : 
1) Une augmentation de la taille des différentes structures rénales (sans augmentation de 
leur nombre) qui aboutit a une augmentation du volume du rein. Cette augmentation du 
volume rénal est cependant variable en fonction du genre masculin ou féminin mais aussi en 
fonction d’autres facteurs. Il existe de nombreux arguments pour penser que le statut 
hormonal chez la femme soit un de ces facteurs. Les femmes avant la ménopause (vers 50 
ans) ont probablement une adaptation rénale optimale alors que les femmes ménopausées au-
delà de 50 ans ont probablement une adaptation rénale moins importante. Actuellement, il 
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n’existe pas de donnée suffisamment précise et robuste pour en être sûr afin d’en optimiser la 
prise en charge. De ce fait, aucune adaptation thérapeutique n’est actuellement pratiquée faute 
de renseignements validés. Par ailleurs, l’augmentation du volume rénal peut être facilement 
mesurée par un scanner rénal sans injection de produit de contraste iodé. Cet examen sera 
ajouté au bilan programmé pour envisager un don de rein dans le cadre de la transplantation 
intra-familiale, il devra être réalisé dans le service de Radiologie du CHU pour être 
exploitable dans le cadre de cette étude. 
2) Alors que la perte d’un rein devrait entraîner une diminution de moitié de la 
fonction rénale, le rein restant augmente sa capacité de fonctionnement au prorata de son 
augmentation de volume. De ce fait, la fonction rénale un an après l’ablation du rein est 
habituellement comprise entre 60 et 75 % de la fonction rénale initiale (avant chirurgie). Là 
encore le statut hormonal chez la femme est probablement un élément déterminant de la 
fonction rénale résiduelle à long terme. Le bilan avant don de rein comprend, à Toulouse, une 
mesure de la fonction rénale par la méthode de référence de la clearance de l’inuline, qui 
nécessite une brève hospitalisation de jour. Cette mesure est par ailleurs renouvelée un an 
après la néphrectomie dans le cadre de l’optimisation du suivi de votre fonction rénale 
résiduelle. Cette mesure sera réalisée dans le Service des Explorations Fonctionnelles 
Physiologiques (rez-de-chaussée du bâtiment H2 de l’hôpital de Rangueil). 
 
Méthodologie 
L’étude comprendra, tout d’abord, une visite de pré-inclusion dans le Service de 
néphrologie/transplantation d’organe du Pr. Durand. Lors de la visite de pré-inclusion, votre 
dossier médical sera consulté pour vérifier l’absence de critères de non inclusion. Vous 
bénéficierez d’une consultation d’une demi heure environ où l’objectif de l’étude vous sera 
expliqué ainsi que le déroulement du protocole. Si vous donnez votre accord pour participer à 
cette étude des examens complémentaires à votre prise en charge seront prescrits et pris en 
charge dans le cadre du financement de l’étude. Les dosages des marqueurs de votre statut 
hormonal vis-à-vis de la ménopause (LH, FSH, œstradiol) seront réalisés ainsi que différents 
paramètres urinaires sur un recueil urinaire des 24 heures (totalité des mictions spontanées sur 
24 heures) pouvant être modifiées par l’ablation du rein (protéinurie, microalbuminurie, 
TGFβ, IGF-1 et IGFBP3). La réalisation du scanner rénal sans injection de produit de 
contraste iodé sera aussi prise en charge dans le cadre de l’étude. En revanche, les examens 
fonctionnels rénaux (mesure de la clearance de l’inuline) font partie de la prise en charge 
optimisée pré-opératoire.  
 
Ces examens programmés à l’avance ne retarderons pas la réalisation du don et la 
transplantation de votre proche.  
 
Enfin, un an après l’ablation du rein ± 1mois, au cours de votre suivi fonctionnel rénal 
un prélèvement urinaire sera de nouveau réalisé afin de doser les paramètres urinaires sus-
cités. 
 
Ces échantillons d’urine seront conservés de façon anonyme dans le Service des 
Explorations Fonctionnelles Physiologiques sous la responsabilité du Pr I. Tack et 
contribueront à répondre à l’objectif de l’étude présente. Cette collection sera réalisée 
conformément à la réglementation et déclarée auprès des instances. Vous pouvez refuser de 
participer à cette collection et demander la destruction de ces échantillons à tout moment. Si 
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une nouvelle étude, dont l’objectif est différent de ceux qui ont été retenus pour constituer la 
collection, est envisagée, elle fera l’objet d’un nouveau protocole de recherche, soumis au 
CPP, mais ne pourra s’effectuer sans votre accord préalable par consentement écrit. 
Durée 
Pour chacune des participantes, la durée totale de l’étude sera d’un an ± 1mois. La 
période de recrutement est fixée à 12 mois. La durée totale de l’étude est de 2 ans. 
Bénéfices attendus 
L’étude morphologique et fonctionnelle rénale avant et après néphrectomie est 
recommandée chez l’Humain dans le cadre du suivi des dons de rein. Ce protocole ne fait 
qu’en préciser les modalités en faisant appel à des méthodes de références pas ou peu 
invasives. Ainsi, la mesure du DFG et du volume rénal, permettront d’optimiser votre suivi 
médico-chirurgical.  
Contraintes 
Les contraintes liées au déroulement de l’étude sont réduites au minimum, elles dépendent 
essentiellement de la réalisation, à deux reprises, d’un recueil urinaire des 24 heures (mêmes 
modalités que précédemment). Par conséquent, aucune indemnité ne sera versée au cours de 
l’étude. En effet, tous les autres examens (scanner rénal, prélèvements de sang, mesure de la 
fonction rénale de référence) font déjà partie de votre prise en charge urologique optimale. 
Quelques traitements ne sont pas compatibles avec les paramètres mesurés dans cette 
étude. Il s’agit essentiellement des anti-inflammatoires non stéroïdiens, de certains 
antibiotiques (aminosides), une corticothérapie supérieure prolongée ou de toute autre 
thérapeutique toxique pour les reins). De la même façon, l’usage de produit de contraste iodé 
n’est pas compatible avec la mesure de la fonction rénale. Si l’usage de telles thérapeutiques 
était nécessaire pour votre santé, ce protocole prendrait fin prématurément. Enfin, 
l’introduction d’un  traitement substitutif de la ménopause en cours d’étude entraînera votre 
sortie prématurée de ce protocole et vos résultats initiaux ne pourront être analysés. 
Enfin, en aucun cas vous ne pourrez participer à une autre étude clinique pendant la durée 
de l’étude présente. Au-delà et sans délais, vous serez libres de participer à un autre protocole 
de recherche clinique.  
Tous les frais liés à la recherche seront pris en charge par le promoteur de l’étude, le CHU 
de Toulouse.  
Risques prévisibles :  
Les risques sont similaires à ceux des patientes prises en charge actuellement pour don de 
rein dans le cadre de la transplantation intrafamilliale (pas d’examen invasif supplémentaire, 
pas d’administration de thérapeutique spécifique ni de produit de contraste iodé).  
Le seul risque prévisible est la possibilité de réaction allergique à l’inuline (traceur utilisé 
pour la mesure de la fonction rénale de référence) en raison de rares réactions croisée avec 
certains produits allégés du commerce (qui en contiennent) et avec les artichauts. Si de telles 
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manifestations se produiraient la perfusion d’inuline sera arrêtée et vous bénéficierez de la 
prise en charge adéquate. 
 
Durant cette étude observationnelle vous serez inscrite dans le fichier national des 
personnes qui se prêtent à des recherches biomédicales géré par le ministère de la santé et 
vous aurez la possibilité de vérifier auprès du titulaire de l’autorisation du lieu de recherches 
ou du ministre chargé de la santé, l’exactitude des données vous concernant présentes dans le 
fichier et la destruction de ces données au terme du délai prévu à l’article R. 1124-7 du code 
de la santé publique. Vous serez informée, si vous le souhaitez, des résultats globaux de la 
recherche à la fin de l’étude (Article L1122-1, dernier alinéa). Au cours ou à la fin de l’étude, 
vous pourrez obtenir à tout moment des informations concernant vos résultats personnels par 
simple demande auprès du Dr. Julien Allard ou du Pr. Ivan Tack. 
Votre participation à l’étude implique une affiliation à un régime de sécurité sociale. Les 
personnes placées sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou sous curatelle ne peuvent pas 
participer à l’étude.  
En caractérisant de façon précise les conséquences de l’imprégnation hormonale sur 
l’adaptation morphologique et fonctionnelle de rein après néphrectomie, cette étude doit 
contribuer à poursuivre les investigations de manière plus interventionnelle en proposant, par 
exemple, une substitution hormonale temporaire chez les femmes ménopausées soumises à 
néphrectomie.  
Dans le cadre de la recherche biomédicale à laquelle nous vous proposons de participer, un 
traitement de vos données personnelles va être mis en œuvre pour permettre d’analyser les 
résultats de la recherche au regard de l’objectif de cette dernière qui vous a été présenté. A 
cette fin, les données vous concernant seront transmises au promoteur de la recherche ou pour 
son compte. Ces données seront identifiées par vos initiales. 
Vous bénéficiez à tout moment d’un droit d’accès et de rectification des données 
informatisées vous concernant dans le cadre de cette recherche, conformément aux 
dispositions légales en vigueur. En ce qui concerne des données de santé à caractère 
personnel, ce droit pourra être exercé directement ou par l’intermédiaire du médecin de votre 
choix (loi n° 2004-801 du 6 août 2004 modifiant la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978 relative à 
l’informatique, aux fichiers et aux libertés).  
 
A la fin de l’étude, vous pouvez, si vous pouvez, être informé, des résultats globaux de la 
recherche à la fin de l’étude, en adressant une demande écrite à l’investigateur de l’étude 
(article L. 1122-1 du Code de la Santé Publique). 
 Votre médecin (Dr ……………………….., Tél : ………………………………….) est à 
votre disposition pour vous apporter toutes les précisions complémentaires que vous 
souhaitez.  Après réflexion, vous pourrez librement signer la feuille de consentement en trois 
exemplaires, dont vous conserverez un exemplaire.  
 
Nous vous remercions de parapher chaque page de la présente notice. 
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Annexe 2 : formulaire de consentement 
 
FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE 
 
De Mme, Mlle ………………………………………………………….. (nom, prénom) 
Demeurant …………………………………………………………………… (adresse)  
N° de sécurité sociale : …………………………………... 
 
Le Docteur …………………. m’a proposé de participer à une étude observationnelle 
intitulée : «Impact de l’imprégnation œstrogénique sur l’adaptation rénale à l’uni-
néphrectomie chez la femme» dont le CHU de Toulouse est promoteur. 
Le Docteur …………………. m’a clairement expliqué le protocole, m’indiquant par 
ailleurs que je suis libre d’accepter ou de refuser de participer à cette recherche. Par ailleurs, 
afin d’éclairer ma décision, il m’a remis une notice d’information précisant les modalités de 
déroulement de cette étude et décrivant le but de cette recherche, la méthodologie, la durée, 
les bénéfices attendus, les contraintes et les risques prévisibles, y compris les modalités de 
mon inscription au fichier national des personnes qui se prêtent à des recherches 
biomédicales. 
J’aurai la possibilité, auprès du ministre chargé de la santé, de vérifier l’exactitude des 
données me concernant présentes dans ce fichier et la destruction de ces données au terme du 
délai prévu par la loi.  
J’ai pu poser toutes les questions nécessaires notamment sur l’ensemble des éléments déjà 
cités, afin d’avoir une compréhension réelle de l’information transmise. J’ai obtenu des 
réponses claires et adaptées afin que je puisse me faire mon propre jugement. 
Ma participation est totalement volontaire et je peux si je le désire interrompre ma 
participation à l’étude à tout moment sans avoir à en préciser les raisons et sans compromettre 
la qualité des soins qui me sont dispensés. 
Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs 
responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par la loi. 
Conformément à la loi n° 2004-806 du 9 août 2004 relative à la politique de santé 
publique, cette étude a reçu un avis favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP) 
de Toulouse II en date du …………………, a reçu l’autorisation de l’autorité compétente en 
date du ………….. et a fait l’objet d’une déclaration à la Commission Nationale Informatique 
et Libertés (CNIL). 
Je bénéficie à tout moment d’un droit d’accès et de rectification des données informatisées 
me concernant dans le cadre de cette étude, conformément aux dispositions légales en 
vigueur. En ce qui concerne des données de santé à caractère personnel, ce droit pourra être 
directement exercé par moi ou par l’intermédiaire du médecin de mon choix. (Loi n° 78-17 du 
6 janvier 1978 relative à l’informatique, aux fichiers et aux libertés, modifiée par la Loi 2002-
303 du 4 mars 2002, relative aux droits des malades et à la qualité du système de santé). 
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Dans le cadre de cette étude, une assurance en responsabilité civile (compagnie GERLING, 
numéro de contrat :……………………… ) a été souscrite par le Promoteur, le CHU de 
Toulouse.  
Si j’en fais la demande écrite auprès le l’investigateur, les résultats globaux de la recherche 
pourront m’être communiqués à la fin de l’étude (Article L1122-1, dernier alinéa). 
 
Ayant disposé d’un temps de réflexion suffisant avant de prendre ma décision, et compte 
tenu de l’ensemble de ces éléments, j’accepte librement et volontairement de participer à cette 
recherche dans les conditions établies par la loi et telles précisées dans la notice d’information 
qui m’a été remise.  
Je déclare ne pas être sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou curatelle et à être affiliée à 
un régime de sécurité sociale.  
Je pourrai à tout moment demander des informations complémentaires au Docteur 
………………………., n° de téléphone : ………………….. . 
 
Fait à …………………………..   
Le ……. / ……. / …….      Le ……. / ……. / …….  
Signature du sujet        Signature de l’investigateur   
 
 
Fait en trois exemplaires : un exemplaire est remis au sujet, un exemplaire est conservé par 
l’investigateur, le dernier est destiné au promoteur. 
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Résumé des travaux  
 
Alors que les mécanismes physiopathologiques principaux de la néphropathie diabétique (ND) sont bien 
connus, l’identification de moyens de modulation de ces mécanismes est une étape cruciale pour envisager une 
démarche thérapeutique néphroprotectrice. Nos travaux ont porté sur l’étude de deux systèmes modulateurs de 
ces mécanismes.  
Dans cette optique, nous avons étudié l’implication du système kallicreine-kinine à travers le rôle du 
récepteur B2 de la bradykinine (RB2) au cours de la ND. Alors que l’efficacité du blocage du système rénine 
angiotensine pour ralentir l’évolution de la ND est acquise, nous avons montré que le RB2 contribue, pour une 
part, à cet effet protecteur chez le rat et la souris diabétiques. 
Une démarche similaire est applicable à l’action des œstrogènes. Le genre féminin est un facteur de 
moindre susceptibilité dans l’évolution de nombreuses néphropathies chroniques. Nos travaux ont porté sur le 
rôle de la privation œstrogénique et l’opothérapie substitutive par l’œstradiol (E2) dans différents modèles de 
souris diabétiques. Nous avons ainsi pu montrer que l’E2 est protecteur entre autre en maintenant la capacité 
d’hypertrophie du rein. Cet effet, au niveau du glomérule, semble dépendre d’une balance entre la voie de l’IGF-
1(pro-hypertrophiante) et la voie du TGFβ (pro-fibrosante). Finalement, l’étude de cet effet néphroprotecteur des 
œstrogènes a été répétée chez la souris uni-néphrectomisée non diabétique. Cela nous a permis de montrer un 
effet biphasique de l’E2 : bénéfique lors d’une administration précoce après réduction néphronique, et délétère 
lorsque la substitution est retardée. 
Nos résultats étayent l’hypothèse d’un effet néphroprotecteur de l’activation du RB2 et d’un effet 
modulateur de l’E2 au cours du développement des néphropathies chroniques, en particulier la ND. 
 





Summary of works 
 
While the main physiopathologic mechanisms of the diabetic nephropathy (DN) are well known, the 
identification of modulating means of these mechanisms is a crucial step to contemplate a renal protective 
therapeutic approach. Our works have been carried on the study of two modulating systems of these 
mechanisms. 
Within this scope, we have studied the implication of the kallicrein-kinin system through the function of 
the receptor B2 of the bradykinin (RB2) during the DN. While the blocking efficiency of the renin angiotensine 
system to slow down the evolution of the DN is established, we have shown that the RB2 contributes, for part, to 
this protective effect on the diabetic rat and mouse. 
A similar approach is applicable to the action of estrogens. The female gender is a factor of less 
susceptibility in the evolution of many chronic nephropathies. Our works were carried out on the impact of 
estrogenic deprivation and of treatment by estradiol (E2) in different models of diabetic mice. Thus we have 
been able to show that the E2 is a protector, amongst others, in maintaining the capacity of kidney hypertrophy. 
This effect, for the glomerule, appears to be dependent of a balance between the IGF-1 (pro-
hypertrophying) signaling pathway and the TGFβ (pro-fibrosing) signaling pathway. Finally the study of this 
renal protective effect of the estrogens has been repeated on the non diabetic uni-nephrectomized mouse. This 
enabled us to show a double sided effect of the E2 : beneficial in case of early administration after uni-
nephrectomy and deleterious when the substitution is delayed. 
Our results support the hypothesis of a renal protective effect of the RB2 activation and of a modulating 
effect of the E2 during the development of chronic nephropathies, especially the DN. 
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